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Mikotoksinler, hasattan once veya hasat sonrasi1 depolama sirasinda ve farkl tiirlerde
tarimsal Uriinler1  kirleten c¢esitli mantar gruplar1 tarafindan iretilen toksik
metabolitlerdir. Aflatoksinler (AF) insan ve hayvan sagligi lizerinde zararl etkiye sahip
mikotoksinlerdir. Aflatoksinler 6zellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
mantar tiirleri tarafindan dogal olarak firetilen olduk¢a zehirli ve kanserojen ikincil
metabolitlerdir. Aflatoksinler mutajenik, teratojenik ve son derece hepatotoksik ve
hepatokarsinojenik etkiler gosterirler. Uluslararas1 kanser arastirma ajansi tarafindan
Grup 1 kansorejenler olarak siniflandirilmistir. Aflatoksinler ¢esitli tiplere ayrilir;
aflatoksin B1, B2, M1 ve M2. Aflatoksin B1 (AFB1) tarim iiriinlerinde olduk¢a yaygin
olarak bulunur ve aflatoksinler arasinda en yiiksek toksisiteye sahiptir. AFB1’in
hidroksilenmis metaboliti olan Aflatoksin M1 (AFMI1), hayvansal dokularda ve
stvilarda (siit ve idrar) bulunur. Son derece yiiksek toksisiteleri ve kanserojen olmalari
nedeniyle, gida maddelerinde maksimum aflatoksin kalint1 seviyeleri kontrolii bir¢ok
tilke tarafindan yuritiilmektedir. Aflatoksinler biyiik risk tasiyan mikotoksinlerdir ve
bu nedenle faydali ve pratik olabilecek ¢ok cesitli analitik ve yliksek hassasiyetli tayin

teknikleri hakkinda 6nemli aragtirmalar yapilmalidir.



Etiketsiz optik biyosensdrler yliksek hassasiyet, dogrudan ve ger¢ek zamanli 6l¢lim gibi
cesitli avantajlar sagladiklar1 i¢in bir¢ok analitin analizi i¢in ilgi ¢ekici bir secenektir.
Sensor tepkisi analitin biiyiikliigi ile ilgili oldugundan kiigiik molekiiller i¢in etiketsiz
optik sensorlerin tasarlanmasi ile bu alandaki bazi sinirlamalarin iistesinden gelmek igin
son zamanlarda immobilizasyon stratejileri gelistirilmistir. Yiizey plazmon rezonans
(SPR) sensor sistemi biyomolekiiler etkilesimlerin izlemesinde kullanilan optik temelli
giiclii bir aractir. Biyospesifik etkilesimleri dogrudan ve basit bir sekilde kimyasal
etiketleme olmadan ger¢cek zamanli olarak hassasiyetle O6lgmek i¢in SPR temelli

biyosensorler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Molekiiler baskilama teknolojisi ilk olarak 1972'de Wulff ve Sarhan tarafindan ileri
stiriilmiistiir. Teknoloji, bir kalip molekiil etrafinda polimerizasyonu ve ardindan segici
tanima bolgelerini birakmak i¢in kalip molekiiliin ilgili matrislerden uzaklastirilmasini
icermektedir. Molekiiler baskilanmis polimerler, kararliliklari, diisiik maliyetleri,
yiiksek afiniteleri ve {istliin substrat tanima yetenekleri ve hazirlanma kolayligi
nedeniyle, birgok bilimsel ve teknik alanda molekiiler tanima materyalleri olarak

kullanilmustir.

Sunulan tez ¢alismasinda, AFB1 ve AFMI’in gidalarda hizli ve hassas tayini igin
molekiiler baskilama temelli yiizey plazmon rezonans (SPR) nanosensorler
hazirlanmistir. AFB1 ve AFM1 tayini i¢in hassas ve segcici baskilanmis bir optik sensor,
altin ¢ip yiizeyinde altin nanopartikiillerin (AuNP'ler) gémiilii olarak modifikasyonu ve
ince bir baskilanmis polimer film tasarlanarak hazirlanmistir. Diisiik molekiil agirligina
sahip mikotoksinler altin nanopartikiiller ile konjuge edilmis polimer filmin duyarlilig
artirilarak tayin edilmistir. Poly(2-hidroksietil metakrilat) temelli polimer filmde N-
metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) fonksiyonel monomer olarak kullanilmistir. Altin
nanopartikiil amplifikasyon stratejisinin etkinligi tartigilmistir. SPR nanosensorde tarim
rtinlerinde AFB1 ve siitteki AFM1'in ~8 dakika analiz siiresiyle ¢ok hassas bir sekilde
tayini gergeklestirilmistir. AFB1 ve AFMI1 i¢in belirlenen tayin sinir1 (LOD) degerleri
sirastyla 1.04 pg.mL™ ve 0.4 pg.mL™? olarak bulunmustur. Ayrica AFB1 ile kirletilmis
misir ve fistik gida Orneklerinde AFB1 tayini gerceklestirilmistir. Rastgele bir
mandiracidan almman ham siit Orneklerinde ise AFM1 tayini gergeklestirilmistir.
Aflatoksin baskilanmig sensorlerin tekrarlanabilirligi ve raf Omrii kararliliklari

incelenmistir. Tasarlanan c¢iplerin polimer film yiizey homojenligini belirlemek igin



Scatchard, Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich adsorpsiyon izotermleri
kullanilarak hesaplanmistir. Hem AFB1 hemde AFMI1 baskilanmis nanofilm kaph

ciplerde adsorpsiyon davranisi, Langmuir modeline uygun olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Altin Nanopartikiiller, Molekiiler Baskilanmis

Polimerler, Yiizey Plazmon Rezonans Sensor.
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Mycotoxins are toxic metabolites produced by various groups of fungi that pollute
different types of agricultural products before and after harvest storage. Aflatoxins
(AFs) are mycotoxins that harm human and animal health. AFs are highly toxic and
carcinogenic secondary metabolites that are naturally produced by fungi species,
especially Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. AFs display mutagenic,
teratogenic and highly hepatotoxic and hepatocarcinogenic effects. It is categorized as a
Group | carcinogen by the International Agency for Research on Cancer (IARC). AFs
are divided into various types; aflatoxin B1, B2, M1 and M2. Aflatoxin B1 (AFB1) is
very common in agricultural products and has the highest toxicity among aflatoxins.
Aflatoxin M1 (AFM1), the hydroxylated metabolite of AFB1, is found in animal tissues
and liquids (milk and urine). Due to their extremely high toxicity and carcinogenicity,
control of maximum aflatoxin residue levels in foodstuffs is carried out by many
countries. Aflatoxins are high risk mycotoxins and therefore significant research should
be conducted on a wide variety of analytical and high-precision assay techniques that
can be useful and practical.



Label free optical biosensors are an interesting option for the detection of many analytes
because they offer several advantages such as high sensitivity, direct and real-time
measurement. Since sensor response is related to the size of the analyte, immobilization
strategies have recently been developed to overcome some limitations in this area by
designing label free optical sensors for small molecules. The surface plasmon resonance
(SPR) sensor system is a powerful optical-based tool for monitoring biomolecular
interactions. SPR-based biosensors are widely used to simple and directly detection

biospecific interactions in real time without chemical labeling.

Molecular imprinting technology was first proposed by Wulff and Sarhan in 1972. The
technology includes polymerization around a template molecule followed by removal of
the template from the respective matrices to leave selective recognition sites.
Molecularly imprinted polymers have been used in many scientific and technical fields
as molecular recognition materials due to their stability, cost effective, high affinity and
superior substrate recognition capabilities and ease of preparation.

In this thesis, molecularly imprinted based surface plasmon resonance (SPR)
nanosensors have been prepared for fast and sensitive detection of AFB1 and AFML1 in
food. A sensitive and selectively imprinted optical sensor for the detection of AFB1 and
AFM1 was prepared by embedding modification of gold nanoparticles (AuNPs) on the
gold chip surface and designing a thin imprinted polymer film. Low molecular weight
mycotoxins were detected by enhanced the sensitivity of the polymer film conjugated
with gold nanoparticles. N-methacryloyl-L-phenylalanine (MAPA) as a functional
monomer is utilized in the polymer film based on poly(2-hydroxyethyl methacrylate).
The effectiveness of the gold nanoparticles amplification strategy is discussed. Highly
sensitive detection of AFB1 and AFML1 in milk for ~8 minutes analysis time was
performed in the SPR nanosensor. The detection limit (LOD) values determined for
AFB1 and AFM1 were 1.04 pg.mL™ and 0.4 pg.mL™, respectively. Also, AFB1
determination was carried out in corn and peanut samples contaminated with AFB1. In
a random dairy farmer milk and raw milk samples, AFM1 determination was
performed. Repeatability and storage stability of the aflatoxin imprinted sensors were
investigated. The polymer film of the designed chips was calculated using Scatchard,
Langmuir, Freundlich and Langmuir-Freundlich adsorption isotherms to determine the



surface homogeneity. Adsorption behavior in both AFB1 and AFM1 imprinted
nanofilm-coated chips was found to fit with the Langmuir model.

Keywords: Aflatoxin, Gold Nanoparticles, Molecularly Imprinted Polymers, Surface
Plasmon Resonance Sensor.
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1. GIRIS

Mantarlar (kiif) mikroorganizma diinyasinda 6nemli bir yer alir. Bilim, endiistri ve
teknolojide faydalar1 olabilir. Bunun yaninda, ipliksi (filamentous: lifli) mantarlar
insanlar, hayvanlar ve mahsuller igin potansiyel bir zarar olarak goriilmektedir. Aslinda,
bir¢cogu fitopatojenik (bitkilerde hastalik yapan) ve/veya mikotoksijeniktir. Bunlarin
olusumu, bitkiler igin toprak kaynakli bir¢ok hastaliga yol agar, boylece insanlar ve
hayvanlar icin kirlenmis gidalarin tiiketilmesi ¢esitli gida ve yem kaynakl
mikotoksikoza neden olmaktadir. Sonug olarak bu ipliksi mantarlar sadece insan ve
hayvan sagligina degil ayni zamanda uluslararasi ekonomiye de zarar vermektedir
(Nguyen ve ark., 2017).

Kiiflerin ana hedefi tahillar, hububat, meyveler ve sebzelerdir. Kirletici ana toksinler;
deoksinivalenol (DON) (veya bazi bolgelerde nivalenol), fumonisinler, zearalenon
(ZEA), aflatoksinler (AFs) ve okratoksin A'dir (OTA) (Miller, 2008). Bunlar
Aspergillus, Fusarium ve Penicillium tiirleri tarafindan fretilen en Onemli
mikotoksinlerdir (Pitt, 2000). Tahillar, tiim hayvan yemi kaynaklarinin yani sira diinya
icin temel gida maddesidir (von Braun, 2007). Bu nedenle, mahsulleri kiiflerden ve
mikotoksinlerinden korumak igin arastirmalar vazgecilmez hale gelmistir (Nguyen ve

ark., 2017).

Insan ve hayvan saghg igin giderek artan endise, bircok gida iiriiniinde izin verilen
maksimum mikotoksin seviyelerini belirleyen Avrupa Toplulugu yonergeleri tarafindan
ifade edilmektedir. Bu nedenle, hammaddelerdeki ve islenmis iiriinlerdeki mikotoksin
seviyelerinin kesin olarak izlenmesi i¢in ayrintili analiz yontemlerine ihtiya¢ vardir.
Mikotoksin, mantar aleminin organizmalari tarafindan iretilen toksik ikincil bir
metabolittir. Mikotoksinler, hem hasattan 6nce bitkilerde (tarladan kirlenme) hem de
hasattan sonra gida iriinlerinde ve depolama sirasinda gelismektedir. Dogrudan
kirlenmeye kars1 en savunmasiz yiyecekler baslica tahillar, yagl tohumlar, kurutulmus
meyveler ve kurutulmus sebzeler, baharatlar, kahve ve kakaodur (Pennacchio ve ark.,
2014; Anantha-lyengar ve ark., 2019).

Belirli nem ve sicaklik kosullar1 altinda genellikle hastalikli veya kiiflii mahsullerde

mikotoksinler arasinda en baglantili grup Aflatoksinler; Aspergillus cinsinin flavus,

1



parasiticus ve nomius tiirlerine ait iirtiinleridir (Boonen ve ark., 2012). Aspergillus flavus
ve Aspergillus parasiticus tarafindan tiretilen Aflatoksin B1 (AFB1) oldukga toksik ve
giclii bir dogal kanserojendir. Aflatoksin M1 ve M2, aflatoksin B1 ve B2'nin
hidroksillenmis metabolitleridir ve kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlardan
saglanan siit veya siit triinlerinde bulunurlar. Aflatoksinler misir, yer fistigi, pamuk
tohumu, findik, badem, incir, antep fistig1, baharat, siit, peynir ve c¢esitli yiyecek ve
iceceklerde tayin edilirler (Marin ve ark., 2013; Castillo ve ark., 2015).

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) hedef molekiil i¢in tasarlanan sentetik
reseptorlerdir  (Belbruno, 2019). Dogal antibadi-antijen ve enzim-substrat gibi
sistemlerin anologlaridir. Bu nedenle iiretim asamasinda hedef molekiilii segici olarak
tanimasi i¢in “anahtar-kilit” mekanizmasi taklit edilir. MIP'ler biyolojik reseptorlerin
spesifikligini ve se¢iciligini, cevresel sartlar ve diisiik maliyet agisindan dayanikliliginin
acik avantajlarmi sunarlar. MIP’lerin {iretimi i¢in olagan yontemler, fonksiyonel
monomerlerin polimerizasyonunu ve bir kalip molekiil etrafinda ¢apraz baglayicinin
polimerizasyonunu igermektedir, bdylece analitin uzaklastirilmasindan sonra, kalip
molekiile tamamlayici fonksiyonel ve sekil tanima bolgeleri kalir. MIP’lerin sentezinde
farkli iiretim metodlar1 kullanilmigtir fakat tiimii ayn1 basamaklart takip eder; (i) kalip
veya hedef molekiil ile kovalent ya da kovalent olmayan etkilesimlerle baglanan
fonksiyonel gruplar ile on-kompleks olusturulur (ii) kalip molekiil etrafinda uygun
monomer ve baglaticilarla polimer sentezlenir  (iii) kalip molekiil polimerden
uzaklastirilir ve geri baglanma i¢in bosluklar (kavite) olusturulur (iv) MIP’ler karmasik
ornek igerisinde kalip molekiil ile etkilestirilir ve bosluklara kalip molekiil segici bir
sekilde yerlesir. Son yillarda, yiiksek bir secicilige sahip farkli matrislerdeki cesitli
analitlerin ayrilmas1 ve/veya algilanmasinda uygulama ile ¢esitli molekiiler baskilanmig
polimerler gelistirilmistir (S. Akgoniillii, Yavuz, & Denizli, 2017; Battal ve ark., 2018;
Belbruno, 2019; Goyal, Bhakta, & Mishra, 2019).

Yasam kalitesi tiim diinyada en 6nemli ve dikkat ¢eken bir konudur. Bu yasam kalitesi
hastaliklarin kontrolii, ilag gelistirme, ¢evre temizligi, gida giivenligi ve yurt giivenligi
gibi c¢esitli faktorler tarafindan siirdiirilmektedir. Biyosensorler, bu arastirma
alanlarinda son gelismeler ve ilerlemeler nedeniyle yasam kalitesini iyilestirmede

onemli bir rol oynamaktadir (Shankaran, Gobi, & Miura, 2007).



Bir sensor, maddenin varlifint veya miktarint 6lgen ve yorumlanabilir bir sinyale
doniistiiren bir cihazdir. Biyosensorler, biyolojik yaniti bir sinyale donistiirerek
maddeleri analiz etmek ve tayin etmek i¢in kullanilan algilayici sistemlerdir.
Biyospesifik etkilesimleri dogrudan ve basit bir sekilde kimyasal etiketleme olmadan
gercek zamanli olarak hassasiyetle 6lgmek icin yiizey plazmon rezonans (SPR) temelli

biyosensorler yaygin olarak kullanilmistir (Park ve ark., 2014).

Yiizey plazmon rezonans (SPR) olarak adlandirilan optik temelli algilama islemi
nanopartikiiller ve ince filmler seklinde altin ve giimiis ile artirilan floresanin yogunlugu
ile tayin etme ve goriintilemedeki uygulamalari nedeniyle en kapsaml
arastirmalardandir. Bir ylizey plazmonu, ince bir metal katman veya nanopartikiillerin
yiizeyi boyunca yayilan elektromanyetik bir dalgadir. Yiizey plazmonunun optik
uyarilmasi, p-polarize; birlestirilmis 151k demeti, bir cam-metal film-dielektrik
arayiiziinde toplam i¢ yansima gegirdigi Kretschmann geometrisinde elde edilebilir.
Rezonansin olustugu spesifik a1, metal yiizeye bitisik ortamdan kirilma indisindeki
herhangi bir degisiklige karsi ¢ok hassastir (Esentiirk ve ark., 2019; Koyun ve ark.,
2019; Pennacchio ve ark., 2014).

Ozellikle, antijen-antibadi etkilesimlerini izleyen SPR biyosensérleri, genellikle 1000
Da'dan kiigiik olan diisiik molekiiler agirliklara sahip olan mikotoksinler gibi kiigiik
molekiiller i¢in de oldukga spesifiktir. Fiziksel adsorpsiyon ve kovalent bag gibi ¢esitli
yontemler, biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in algilama yiizeylerini immobilize etmek

icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Park ve ark., 2014).

Son derece yiiksek toksisiteleri ve kanserojen olmalar1 nedeniyle, gida maddelerinde
maksimum aflatoksin kalint1 seviyeleri kontrolii bir¢ok iilke tarafindan yiiriitiilmektedir.
Sunulan tez ¢alismasinda, AFB1 ve AFM1’in gidalarda sec¢ici ve hassas tayini i¢in
molekiiler baskilama temelli yiizey plazmon rezonans (SPR) nanosensorler
hazirlanmistir. Diisiik molekiil agirligina sahip mikotoksinler altin nanopartikiiller ile
konjuge edilmis polimer filmin duyarlilig: artirilarak tayin edilmistir. Poli(2-hidroksietil
metakrilat) p(HEMA) temelli polimer filmde N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA)
fonksiyonel monomerler kullanilmigtir. Altin nanopartikiil amplifikasyon stratejisinin
etkinligi tartisilmistir. SPR nanosensorde tarim iriinlerinde AFB1 ve ¢ig siitteki
AFML'in ~8 dakika analiz siiresiyle ¢ok hassas bir sekilde tayini gergeklestirilmistir.
AFBI1 ve AFMI i¢in belirlenen tayin sinir1 (LOD) degerleri sirasiyla 1.04 pg.mL™* ve
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0.4 pg.mL'1 olarak hesaplanmistir. Tasarlanan aflatoksin sensorlerin tekrarlanabilirligi
ve raf dmri kararliliklar1 incelenmistir. Ayrica, aflatoksin baskilanmig polimer nanofilm
kapli ¢iplerin homojenligini belirlemek i¢in Scatchard, Langmuir, Freundlich ve
Langmuir-Freundlich ~ izoterm  modelleri  kullanilarak  adsorpsiyon  modeli
hesaplanmistir. AFM1 ve AFBI1 hedef molekiillerin nanofilm kapli ¢iplerin iizerindeki

adsorpsiyon davranist Langmuir modeli ile uygun olarak bulunmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksin, Yunanca mantar anlamina gelen "mykes" ve Latince zehir anlamina gelen
"toxicum™ kelimelerinin bir birlesimidir (Piletska ve ark., 2010). Mikotoksinler,
mikotoksikoz hastaligina sebep olan mantarlar tarafindan tretilen toksinlerdir (Khalil,
Gomaa, & Sebaei, 2013). Baslica bes mantar tiirii, Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Alternaria ve Claviceps tarafindan ikincil (sekonder) metabolizma sonucu iiretilen
diisiik molekiil agirlikli (0.3-0.7 kDa) zehirli kimyasal tiriinlerdir. Tarlada ya da hasattan
sonra mahsulleri kolayca kolonize eden bu mantarlar, bu f{iriinlerden hazirlanan gida
maddelerinin alinmasi1 yoluyla insan ve hayvan sagligi acisindan biiylik bir tehdit
olusturmaktadir. Her bir mikotoksin bir veya daha fazla spesifik mantar tiirii tarafindan
tiretilmektedir. En 6nemli mikotoksinler; Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
mantarlart tarafindan iiretilen bir grup olan Aflatoksinler (AFs) ve bazi Aspergillus
tirleri (Aspergillus ochraceus) ve Penicillium verrucosum tarafindan iiretilen bir grup
olan okratoksinlerdir (OTs) (Moss, 1992; Pitt ve ark., 2000; Piletska ve ark., 2010;
Khaneghah ve ark., 2019). Aflatoxins (AFs), deoksinivalenol (DON), zearalenon
(ZEA), fumonisin B1 (FB1), okratoksin A (OTA) and sitrinin (CIT) gibi ¢esitli tiirlerde
mikotoksinler iireten bu mantarlarin neredeyse tamami insanlar i¢in zehirlidir (Arévalo
ve ark., 2011; Guo ve ark., 2015). Kimyasal ve etkinlik yoniinden farkli olan
mikotoksinler, ilireten mantarin gelisebildigi ortamlara gore siniflandirilabilir ve bu

siiflandirma Cizelge 2.1°de goriilmektedir.

Genellikle, Aspergillus ve Penicillium tiirleri kurutma ve depolama kosullar1 sirasinda
gidalar ve yemlerde olusmaktadir. Mahsullerin enfeksiyonu Aspergillus tiirleri tarlada,
biliyiime mevsimi boyunca da meydana gelebilirken, Fusarium tiirleri, hasattan 6nce
veya sonra, biiyiliyen bitkilerde (misir, bugday ve arpa) mikotoksinler iireten zararli bitki
patojenlerini temsil etmektedir. Mikotoksinlerin ¢ogu sitotoksiktir, hiicre zarlarinin
parcalanmasina neden olur, DNA (deoksiriboniikleik asit), RNA (riboniikleik asit) ve
protein sentezini Onler veya etkiler bu da gida giivenligi i¢in Onemli riskler
olusturmaktadir. Genellikle, hiicrede ribozomlarda protein sentezinin inhibisyonu ile

etki ederler, bu nedenle hiicre boliinmesi de inhibe edilir (Gurban ve ark., 2017).



Cizelge 2.1. Mikotoksinleri ireten mantarlarin gelisebildigi ortamlara gore
siiflandirilmasi (Girgin, Basaran, & Sahin 2001).

A. Bitki Enfekte Edenler

Aspergillus flavus, Claviceps purpurea, Rhizoctonia leguminicola, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium graminearum (Gibberella zeae),
Helminthosporium biseptatum

B. Depolanmus Uriinii Enfekte Edenler

Aspergillus flavus, A.parasiticus A.ochraceus A.clavatus A.fumigatus A.rubrum,
A.chevalieri, A.chevalieri; P.urticae, P.verruculosum, P.puberulum, P.expansum,
P.rugulosum, P.palitans

C. Ciirityen Organik Maddeyi Enfekte Edenler

Pithomyces chartarum, Stachybotrys atra, Periconia minutissima,
Fusarium sporotrichoides, Cladosporium spp, Alternaria longipes
Fusarium graminearum, Chaetomium globosum, Dendrodochium toxicum,
Myrothecium verrucaria, Trichothecium roseum, Trichoderma viride

Mikotoksinler, tahillar, yagl tohumlar, meyveler gibi tiiketildiklerinde insan sagligi
lizerinde istenmeyen bir etkisi olan organik maddeler iizerinde yetisen mantarlar
tarafindan iretilen farklt kimyasal bilesimleri temsil etmektedir. Bazi mikotoksinler
oldukg¢a nadir bulunurken, aflatoksin (6zellikle Aflatoksin B1) veya okratoksin
(6zellikle Okratoksin A) gibi digerleri olduk¢a yaygindir (Adéanyi ve ark., 2007). Bu
toksinlerle kontaminasyon, iyi tarim, depolama ve isleme kosullar1 uygulanduginda bile,
hala kacinilmaz ve ongdriilemez olarak kabul edilmektedir. Bitkilerin, yiyeceklerin ve
yemlerin mikotoksinlerle kirlenmesini 6nlemek i¢in farkli stratejiler ele alinmaktadir
(Gurban ve ark., 2017).

Cogu zaman, insanlarin mikotoksinlere maruz kalmasi dermal temas, inhalasyon ve
yutma ile gerceklesmektedir. Mikotoksin alimi, kontamine yiyecekler yiyerek, dogrudan
tahillar yoluyla veya dolayli olarak hayvansal iiriinler (6rn. yumurta, siit ve et) yoluyla
meydana gelebilir. Bircok mikotoksin, 1sitma (pisirme, kaynatma), fiziksel
(sterilizasyon, sogutma, dehidrasyon, kuruma, liyofilizasyon ve 1sinlama) ve kimyasal
islemlere (¢oziiclilerle ekstraksiyon, oksidasyon, hidroksilasyon vb. ile molekiiler
yapmin modifikasyonu) endiistriyel gida islemeye karsi biliylik olclide dayaniklidir.

Islemeye karsi olan bu direnci ve dayamkliligi nedeniyle, tiim gida maddelerinde



bulunabilirler, miktarlar1 sadece isleme ile azaltilabilir ancak tamamen ortadan

kaldirilmaz (Bennett ve Klich, 2003; Marin ve ark., 2013; Chen ve ark., 2015).

Mikotoksin gida ve yem kontaminasyonu insan sagligi iizerindeki toksik etkilere neden
oldugundan dolay1 kiiresel endise sebebi olmustur (Sharma ve ark., 2016). Mikotoksin
tanima alaninda analitik dongiide ¢oklu analitlerin es-zamanli izlenmesi, belirlenmesi ve
bu tiir yontemlerin gelistirilmesi ¢ok onemlidir. Mikotoksinler, farkl tiplerde yiyecek
ve yemlerde bulunur ve varliklar ¢esitli asamalarda kontrol edilmelidir: hasattan 6nce
ve sonra, islemden 6nce ve sonra gibi. Bazi mikotoksinler gida maddelerinde es-zamanl
olarak bulunabilir, bu nedenle ¢oklu mikotoksin analizlerinin uygulanmasi, test
miktarini azaltmaya ve dolayisiyla yiyecek ve yem kalite kontrolii i¢cin maliyetleri ve
zaman1 diigiirmeye yoneliktir. Son zamanlarda c¢oklu mikotoksin tayini ic¢in bazi

kromatografik yontemler gelistirilmistir (Goryacheva ve ark., 2007).

Sekil 2.1. Yap1 ve islevsellik cesitliligini gosteren yaygin mikotoksin drnekleri: Kiigiik
degisiklikler (6rnegin AFB1 ve AFB2; veya OTA) toksisite ve yayginlikta onemli
farkliliklara yol agabilir (Turner ve ark., 2015).

Sekil 2.1’de goriildiigii gibi ¢ogu mikotoksin kimyasal ve yapisal olarak farklidir.
Ikincil metabolitlerin ¢ogu, kiiciik molekiillerden (asetatlar, piruvatlar, vb.) basit

biyosentetik reaksiyonlarla sentezlendiginden, bu durum oldukg¢a sasirticidir, ancak bu,



Cizelge 2.2°de goriildigi gibi hem akut hem de kronik olan ¢ok ¢esitli toksik etkilere

sahip bilesiklerin olusumuna yol agmaktadir (Turner ve ark., 2015).

Cizelge 2.2. Mikotoksinlerin neden olduklar ¢esitli etkileri ve hastaliklari.

Mikotoksin Tiir Etkileri
Aflatoxin B1 Aspergillus Karsinojen, teratojenik
i Aspergillus Kanserojen, nefrotoksik,
kratoksin A .o . -
Okratoks Penicillium hepatotoksik, teratojenik
Patulin Penicillium Akciger ve beyin kanamasi
Fumonisin B1 Fusarium Kanserojen hepatotoksik
Penitrem A Penicillium Norotoksisite
Zearalenon Fusarium Ostrojenik aktivite
Trikotesenler Fusarium Dermatoksisite
(T-2 toksin) Hematopoetik etki
Sporidesmin A Pithomyces Norotoksisite
Fomopsin A Phomopsis Hepatotoksisite
L Penicillium .
Sitrinin . Nefrotoksik
Aspergillus
. . S Penicillium ..
a-Siklopiyazonik asit . Norotoksisite
Aspergillus
. i . Vazokonstriiksiyon
Ergotoksinler (ergotamin Claviceps ..
g (erg ) P Norotoksisite

Mikotoksinler, insanlar ve hayvanlar i¢in olumsuz saglik etkileri (kanserojen,
teratojenik, mutajenik, nefrotoksisite, hepatotoksisite =~ ve  immiinotoksisite)
indiikleyebilen toplam molekiiler agirligt 500 Da'dan az olan nispeten kiigiik
molekiillerdir. Mikotoksinlerin belirli bir tiiriin saglig1 tizerindeki etkisi maruz kalma
miktarina ve siiresine, yas, kilo, cinsiyet, diyet ve diger mikotoksinlerin varligma
baglidir (Miliéevié, Skrinjar, & Balti¢, 2010; Zain, 2011). Mikotoksinlerin ¢cogu dort tip
toksisiteye neden olabilir: kronik, kanserojen, mutajenik ve teratojeniktir. Cogu zaman,
mikotoksin ~ kontaminasyonunun tamimlanan  etkileri, karaciger ve bdbrek
fonksiyonlarmin etkilenmesidir. Bazilar1 norotoksik etkilere sahiptir, kiiciik
miktarlardaki varliklar1 hayvanlarda titremeye neden olabilece8i gozlenirken, yliksek
miktarlar beyin hasarina ve hatta 6liime neden olabilir. Diisiik dozlarda mikotoksinlere

uzun siire maruz kalinmasi, 6zellikle karaciger ve bobrekte kansere neden olabilecegi



gosterilmistir (Stoloff, 1983). Cizelge 2.3 mikotoksin kontaminasyonu nedeniyle

insanlar ve hayvanlar iizerinde gézlemlenen etkileri 6zetlemektedir (Gurban ve ark.,

2017).

Cizelge 2.3. Mikotoksin kontaminasyonu ile insanlarda ve hayvanlarda goriilen
belirtiler ve etkiler.

. L o . Ureme ve
Sistem Vaskiiler Sindirim Solunum Sinir Cilt
bosaltim
Kan )
Kusma Titreme/
damarlariin )
Bagirsak Nefes darhigi  Koordinasyon Tahris Kisirlik
kirilganliginin
kanamasi eksikligi
artmast
Semptom& Mukoza ve ) ) )
o Karaciger Akcigerlerin o o
Etkileri akcigerlere i¢ Depresyon Yanma hissi  Nefrotoksisite
nekrozu kanamasi
kanama
Mukoza
Foto-
membran Bas agrisi
) duyarlilik
tahribati

Kalorik (1s1) yoksunluk, vitamin eksikligi, alkol asiriligt ve bulasici hastaliklarin
durumu gibi bir dizi faktdr, insanlarda mikotoksin kontaminasyonunun siddetini giiclii
bir sekilde etkilemektedir (Bennett ve Klich, 2003).

Glniimiizde, mikotoksinler ad1 verilen 300'den fazla madde vardir, ancak bunlar1 sadece
tanimlamak zor degil, ayn1 zamanda siniflandirmakta zordur. Genellikle, siniflandirma
kriterleri bunu yapan kisinin uzmanlik alanna goredir. Ornegin, kimyagerler onlart
kimyasal yapilarina gore (6rn., kumarinler, laktonlar vb.), Biyokimyacilar biyosentetik
kokenlerine gore, klinisyenler etkilenen organa gore (hepatotoksinler, nefrotoksinler,
norotoksinler ve immiinotoksinler), mikologlar onlar1 {ireten mantarlara gore (Orn.,
Aspergillus toksinleri, Penicillium toksinleri vb.) smifladirirlar ve ayrica hiicre
biyologlar1 bunlar1 dort genel grupta siniflandirir: kanserojenler, teratojenler, mutajenler
ve alerjenler (Pitt, 2000; Bennett ve Klich, 2003). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC), mikotoksinlerin insanlar i¢in kanserojen veya potansiyel olarak kanserojen
olarak siniflandirilmast i¢in dort grup tanimlamistir. Cizelge 2.4.’de mikotoksinler i¢in

yapilan siniflandirma sunulmaktadir.



Cizelge 2.4. Mikotoksinler i¢in Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 (IARC, 2002)
smiflandirmasi (Vidal ve ark., 2018).

Grup Siniflandirilmasi Mikotoksinler

1 insanlar i¢in kanserojen Aflatoksinler

muhtemelen insanlar i¢in
2A kanserojen (insanlar i¢in sinirh -
bulgu ancak hayvanlarda yeterli)

muhtemelen insanlar i¢in Sterigmatocystin, fumonisinler ve
2B kanserojen (insanlar i¢in sinirl )
bulgu ancak hayvanlarda yeterli) ochratoxin A

Deoksinivalenol, nivalenol, T-2 toksin,
diasetoksikripenol, zearalenon, sitrinin
ve fusarenon X

insanlar i¢in kanserojenlik
agisindan siniflandirilamaz

muhtemelen insanlar i¢in
kanserojen degildir

Aflatoksinler, fumonisin, okratoksin A, deoksinivalenol, patulin, zearalenon,
trikotesenler ve ergotamine, insan sagligini ve ekonomiyi giiclii bir sekilde etkileyen, en
yaygin Kirleticiler olduklar1 diistiniilmektedir. Her yil, diinya c¢apinda hasat edilen
mabhsullerin yaklasik %25'inin mikotoksinlerle kirletildigi ve ©nemli ekonomik
kayiplara yol agtigi tahmin edilmektedir. Bu kirleticilerin dikkatle izlenmesi gerekir, bu
nedenle, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ABD Gida ve lilag Idaresi (FDA) ve Gida ve
Tarmm Orgiitii (FAO) ile bilimsel danisma kurullari mikotoksinle iliskili kirliligin

degerlendirilmesinden sorumludur (Bennett ve Klich, 2003; Gurban ve ark., 2017).

2.2. Fitopatojenik ve Mikotoksijenik Mantarlar
2.2.1. Fusarium Tiirleri

Fusarium, Sordariomycetes sinifina ve Nectriaceae familyasina ait biiyliik bir askli
(ascomycete) mantar grubudur. Fusarium, en onemli fitopatojenik gruplardan biridir
(Dennis ve Booth, 1972). Fusarium olusumu her tiirlii bitki dokusunda, birgok tahil
tirtinlerinde ve topraklarmda bulunabilir. Patojenik Fusarium tarafindan en ¢ok
etkilenenler tahil, misir, arpa, sorgum (siipiirge daris1) ve yulaftir. Bu kirlenmelerden
sorumlu Fusarium tiirleri Fusarium graminearum, F. poae, F. sporotrichioides, F.
avenaceum, F. accuminatum, F. culmorum, F. verticillioides, F. langsethiae, F.

oxysporum, F. proliferatum, F. paranaense, F. anthophilum, ve F. graminearum
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bulasmada en sik goriilen tiirlerdir. Fusarium patojenleri ayrica gesitli sebze ve
meyvelerde; soya fasulyesi, biber ve domatesde de bulunur. Fusarium spp. ¢ok ¢esitli
mahsullerde hasara neden olan toprak kaynakli ve tohum kaynakli patojenlerdir ve
cesitli hastaliklardan sorumludurlar. Tahil iiriinlerinde en sik goriilen hastaliklar, ¢cok
biiyiikk verim kaybma ve mahsul kalitesinin diismesine yol agabilen Fusarium Head
Blight -FHB'dir (Nguyen ve ark., 2017). Fusarium spp. bir¢ok bitkide ¢iiriik hastaligina
neden olan ajanlardir: soya kok ¢iirtikligi (Arias, Leandro, & Munkvold, 2013; Chang
ve ark., 2015), misir kok ¢iriikligii (Kaur ve ark., 2014), salatalik kok ve buhar
clirtikligi (Pavlou ve Vakalounakis, 2005). Fusarium oxysporum f. sp. cucumerum J.H.
Owen, salatalikta en ciddi hastaliklardan biri olarak rapor edilen Fusarium
solgunluguna neden olmustur (Qiu ve ark., 2012). Fusarium oxysporum’da muz (Ploetz,
2006) ve kavunda (Ma ve ark., 2014; Cohen ve ark., 2015) solgunluga neden olmustur.
F. oxysporum f. sp. citri olarak tanimlanan yeni bir toprak kaynakli patojen soyu,
turunggil aga¢ fidelerinin hastaliklarina neden olmustur (Hannachi ve ark., 2015).
Verim kaybi ve hastaliklarin ciddiyeti Fusarium enfeksiyonunun derecesi ile
baglantilidir (Chang ve ark., 2015). Fusarium enfeksiyonlar1 hem insanlarda hem de

hayvanlarda rapor edilmistir (Antonissen ve ark., 2014; Nguyen ve ark., 2017).

Fusarium tiirlerinin ¢ogunlugu mikotoksin iiretebilir. Insan ve hayvan zehirlenmelerine
yol agan gidalarda ve yemlerde toksinlerin birikmesinde rol oynarlar. Fusarium sp.
tarafindan {iretilen bu mikotoksinlere fusariotoksinler denir ve akut ve/veya kronik
toksisiteleri ile karakterize edilirler. Ug fusariotoksin grubu vardir: trikotesenler,
zearalenone ve fumonisinler. Bazi tiirler ayn1 zamanda Fusarium cinsi trichothecenes
tireten en tehlikeli (6ldiiriicii) olarak kabul edilen F. graminearum gibi ayni anda birkag
mikotoksin iretebilir. F. graminearum ayrica daha az veya daha fazla toksik olan
sambucinol, dihidroksikalkonektrin, butenolid ve fusarin C gibi diger zearalenon ve

culmorin ikincil metabolitleri tiretebilir (Lysee ve ark., 2006).

2.2.1.1. Trikotesenler

Trikotesenler, ¢esitli Fusarium tiirleri tarafindan iiretilen bir grup mikotoksindir. Bu
grup 4 tipi olan A, B, C ve D olarak smiflandirilmistir ve 200'den fazla kimyasal tiirev
igermektedir; 2 tipi olan A ve B ¢ogunlukla Fusarium spp. tarafindan iiretilir ve dogada

yaygin olarak bulunur. Ekinlerdeki baskin trikotesenler deoksinivalon (DON) ve
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tirevleri, nivalenol, T-2 ve HT-2 toksini ve diasetoksikripenol (DAS) baslica F.
sporotrichioides, Fusarium graminearum, F. culmorum, F. poae, F. asiaticum, F.
crookwellense, F. Langsethiae, F. equiseti ve F. Accuminatum tarafindan tretilmistir
(Golinski ve ark., 1988; Bottalico ve Perrone, 2002; H. Zhang ve ark., 2010; Gale ve
ark., 2011).

Trikotosenler un, makarna ve diger tahillar gibi deoksinivalon’un (DON) en ¢ok
bulundugu baglica misir ve bugday temelli gida iirlinlerinde goriilmektedir. DON
bugday drneklerinde Cin'de %85-90'inda 500-15 000 pg.kg™ oraninda (Li ve ark., 2013)
ve Kanada'da 4700 pg.kg™ kadar bulundugu rapor edilmistir (Tittlemier ve ark., 2013).
Cek maltlik arpalarda T-2 ve HT-2 toksinleri gibi diger trikotoksinler ile 2213.5 pg.kg™
DON bulunmustur (Bélakova ve ark., 2014). Ayrica yulafta 3-asetildeoksinivalenol (3-
AcDON) ve 15-asetildeoksinivalenol (15-AcDON) olarak asetillenmis tiirevleri olan T-
2, HT-2, DAS ve DON (127 pg.kg™) dahil trikotosenler saptanmistir (Kiecana ve ark.,
2012). Tikotosenler su hassasiyetinde tahillarin biiylimesini azaltir ve mikotoksinlerin
birikmesi mahsul iiretiminin kalitesini ve verimini azaltir (Oliveira ve ark., 2012).
Toksin seviyeleri patojen olusumu ile pozitif iliski gosterir (Lindblad ve ark., 2013).
Mikotoksinler, bu toksik molekiillerle kontamine olan mahsullerin tiiketimi yoluyla
insanlara ve hayvanlara kolayca transfer edilebilir. Daha sonra, hem akut hem de kronik
zehirlenmelere maruz kalmaya neden olurlar (Cortinovis, Battini, & Caloni, 2012).
DON domuz ve kiimes hayvanlarinda kilo alimmin bozulma, kusma, yem reddi ve
beslenme verimliginde azalmasindan sorumludur. DON'un domuzlarda (Tittlemier ve
ark., 2013), tavuklarda (Ren ve ark., 2015) and insanlarda (Maresca ve ark., 2002)
cesitli immunolojik etkileri oldugu bildirilmistir. Hindistan'da DON nedeniyle biiyiik
capta tarihsel bir insan toksikoz salgimi rapor edilmistir (Bhat ve ark., 1989). Bazen
trikotosenler, aflatoksin veya zearalenon gibi diger mikotoksinler ile kombinasyon bir

toksisite sinerjik etki yaratabilir (Sun ve ark., 2015).

2.2.1.2. Zearalenon

Zearalenon mikoostrojenik toksin olarak kabul edilir ve bir insan yumurtalik
hormonuna benzedigi icin cinsel bir hormon gibi davranabilir. Bdylece insandaki
Ostrojenik reseptore uyabilir. Bu toksin baglica F. culmorum, F. graminearum, F.

equiseti ve F. crookwellense tarafindan iiretilmektedir (Bottalico ve Perrone, 2002).
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Ayrica F. tricinctum, F. oxysporum, F. sporotrichioides ve F. laterum gibi diger
Fusarium tiirleri tarafindan sentezlenmektedir. Bu toksin, misir, yulaf, bugday ve
arpada ¢esitli derisimlerde siklikla tayin edilmektedir. Dahas1 zearalenonun genellikle
DON, aflatoksin B1 ve okratoksin gibi diger mikotoksinlerle birlikte ortaya ciktigi
bulunmustur. Bu nedenle, zearalenon tarafindan bozulan tahillarin tiiketimi domuzlar,
atlar, sigirlar ve Celikbas alabaligi gibi suda yasayan ve evcil hayvanlarda genital ve
dogurganlik sorunlarina neden olabilir. Zearalenonun ayni zamanda hepatotoksik
oldugu bilinmektedir. Hepatik fonksiyonun azalmasi ile iligkili hayvan karacigerinde
histolojik degisikliklere neden olmustur (Marin ve ark., 2013; Gerez ve ark., 2015). Ek
olarak, zearalenonun hematolojik parametreler iizerinde etkileri vardir ve genotoksik
potansiyele sahiptir (Pietsch ve ark., 2015). Hayvanlar gibi insanlar bu fitodstrojeni

iceren gida tirlinlerinin tiiketilmesinden de etkilenmektedir (Nguyen ve ark., 2017).

2.2.1.3. Fumonisinler

Fumonisinler, 1980'lerin sonunda kesfedilen ve karakterize edilen gida kaynakl
mikotoksinlerdir (Bezuidenhout ve ark., 1988). Bu toksin ailesi, A, B, C ve P olmak
lizere 4 ana grupta smiflandirilmis farkli molekiillerden olugmaktadir. Tahillardaki en
yaygin fumonisinler, fumonisin B1 (FB1), fumonisin B2 (FB2) ve fumonisin B3 (FB3)
dahil fumonisin B’dir. FBI toplam fumonisinlerin %70-80 oraninda en bol olanidir
(Rheeder, Marasas, & Vismer, 2002). Fumonisinler, misir temelli gidalarda siklikla
bulunmaktadir. Hindistan'da fumonisin kirlenme seviyesi musirda 121.420 pg.kg™ ve
sorgumda 20.320 pg.kg™ olarak tespit edilmis ve oldukga yiiksek oldugu belirtilmistir
(Sreenivasa ve ark., 2013). Fas’ta musir gevregi gibi 68 islenmis kahvaltilik {iriiniin
%24’tinde fumonisin bulunmustur (Mahnine ve ark., 2012). Ayrica FB1 misirda 5960
lg.kg™ derisime ulastigi kaydedildi. (Zinedine ve ark., 2007), Arjantin’de sadece hasat
edilmis bugdayda 1304 pg.kg™ (Cendoya ve ark., 2014) Sirbistanda budayda depolama
sirasinda 5400 pg.kg™ derisime ulastigi kaydedilmistir (Stankovié¢ ve ark., 2012). Bu
calismalar ayrica fumonisin Bl'in DON, zearalenon ve okratoksin A gibi diger
fusariotoksinlerle birlikte ortaya c¢iktiginida gostermistir. Fumonisinler baslica F.
proliferatum, Fusarium verticillioides, F. oxysporum F. anthophilum ve F. nygamai,
tarafindan tiretilmektedir (Nguyen ve ark., 2017). Fumonisinlerin insanlar iizerindeki en
belirgin etkisi, Cin'de ve Giliney Afrika bolgelerinde bildirilen musirla iligkili bir

0zofagus kanseriydi. Bu bolgelerin kiifli misirlardaki fumonisin seviyeleri 155.000
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ug.kg™* FB'ye kadar énemli 6l¢iide yiiksek oldugu belirtilmistir (Chu ve Li, 1994). Bu
nedenle, insanda kanser ve diger hastaliklar icin bir risk faktorii oldugundan

stiphelenilmistir (Nguyen ve ark., 2017).

2.2.2. Aspergillus Tiirleri

Aspergillus tiirti, sadece aseksiiel tiremeli ipliksi mantarlar (ascomycete) sinifina aittir.
Aspergillus suslari, ekosistemdeki onemli rolleri ve patojenliklerinden dolay1 en ¢ok
caligilan mantarlar arasinda yer almistir. Uygun kosullar altinda bir substrat ile temas
ettiginde havada yayilabilen ve filizlenebilen ¢ok miktarda spor tiretirler (Baker ve
Bennett, 2007). Saprofit (¢iiriik¢iil) olarak islev goren kiiflii saman, organik kompostlar,
yaprak ¢Opii, bitki ¢opii gibi ayrismis malzemelerde, giibre gibi indirgen substratlarda,
insan dokulari, toprakta ve havada veya tozda kolayca biiyiilk miktarda bulunabilirler
(Cvetni¢ ve Pepeljnjak, 1997). Aspergillus ayrica gesitli gida tirtinlerinde bulunur ve her
tiirlii gida maddesini bozabilir. Tahillarda ve meyvelerde genis 6l¢iide dagilirlar. Piring,
bugday, musir, arpa, sorgum (siipiirge daris1), soya fasulyesi, yer fistig1 ve boriilce de
dahil olmak tizere ¢ok g¢esitli hububat, tahillar ve findiklar Aspergillus spp. ile
kirlenmeye yatkindirb (Petchkongkaew ve ark., 2008; Ruadrew, Craft, & Aidoo, 2013;
Kange ve ark., 2015). Baz1 kserofilik (diisiik su derisiminde biiyiiyebilen) Aspergillus
tirleri baharatlarda ve kurutulmus yiyeceklerde bulunabilir (Romero ve ark., 2005;
Ruadrew ve ark., 2013). pH ve a,'nin (a,; water activity) diisiik oldugu, ancak seker
veya tuz derisimi olduk¢a Onemli olan, regel veya tuzlanmis kurutulmus balik gibi
diisman ortamlarda (hostile environments) bile biiyiiyebilirler. Ana tiirler A. flavus, A.
parasiticus, A. ochraceus, A. niger, A. oryzae olarak tanimlanmistir ve bazilar1 bu
iriinlerde potansiyel olarak mikotoksinler iiretebilir. A. carbonarius dahil Nigri
Aspergillus boliimii, iziim ve saraptaki birgok hastalik ve mikotoksin birikmesinden
sorumludur (Serra ve ark., 2003; De Felice ve ark., 2008; Vitale ve ark., 2012).
Aspergillus, Nijerya'da (Oyetunji, 2006) ve kakao ¢ekirdeklerinde farkli kakao temelli
icecek markalarinda en ¢ok rastlanan tiirlerdir (Sanchez-Hervas ve ark., 2008). Benzer
sekilde kahvede, siyah Aspergilli ve bazi section Circumdati suslar1 kahve g¢ekirdegi ve
visnelerde yiiksek oranda goriilmiistiir (Taniwaki ve ark., 2003; Noonim ve ark., 2009).
Kahve, piring, icecek ve diger gida maddelerinde potansiyel okratoksin A olusumu ile
ilgili olarak section Circumdati ana Aspergillus tiirleri A. ochraceus, A westerdijkiae ve
A. steynii'dir.
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Biyoteknolojide ve gida teknolojisinde pek ¢ok faydasi olmasina ragmen, Aspergillus
tirleri insan ve hayvanlarda kritik hastaliklar ile iliskilidir. A. niger, A. flavus, A.
fumigatus, A. awamori ve A. tubingensis kulak kanalinda otomikoza neden olan yaygin
tiurlerdir (Szigeti ve ark., 2012). A. fumigatus akciger mikozlara ve asir1 duyarlilik
pnoémonisine neden olur (Kosmidis ve Denning, 2015). Arpa ve misirda A. clavatus ve
A. fumigatus kontamine sporlart gift¢ilerin ve malt iscilerinin akcigerlerinde yiiksek
derisimde bulunurken, kompost (organik giibre) is¢ilerinin akcigerlerinde de Aspergillus
sporlar1 tarafindan kolonize oldugu bulunmustur. Havadaki mantar conidia (asekstiel
spor), solunmasi veya gozler ve diger viicut kisimlari ile temasi ile insanlara bulasabilir
ve boylece alerji ve astim gibi bazi hava yolu hastaliklarina neden olabilir. Ayrica,
birgok Aspergillus tiiriniin insanlar, hayvanlar ve bitkiler igin toksik metabolitler
tiretebilecegi bilinmektedir. Bu mikotoksinler arasinda aflatoksinler ve okratoksinler en

problemli kimyasal bilesiklerdir (Nguyen ve ark., 2017).

2.2.3. Aflatoksinler

Aflatoksinler (AF) en 6nemli ve en ¢ok ¢alisilan mikotoksinler olarak bilinmektedir.
Aflatoksinler, cogunlukla toprakta, bitkilerde ve ¢esitli findiklarda, 6zellikle yer fistigi,
musir, piring, soya fasulyesi, bugday gibi tahillarda bulunan Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus mantar tiirleri tarafindan iiretilen yiiksek derecede zehirli ikincil
metabolitlerdir (Khlangwiset, Shephard, & Wu, 2011). Yaklasik olarak 18 aflatoksin
tiirii tammlanmistir (Zhang ve ark., 2013). Ozellikle Aspergillus flavus, A. nomius, A.
parasiticus, A. ochraceoroceus, A. bombycis, A. tamarii ve A. pseudotamarii tarafindan
4 temel tiirii olan AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 aflatoksin iiretilmektedir (Pitt, 2000;
Nguyen ve ark., 2017). Difurocoumarin tiirev bilesikleri olan B, G ve M ana
metabolitler hepatokarsinojenik toksinlerdir. Farkli Aspergillus tiirleri, farkli tirevler
tiretir. Aspergillus flavus sadece aflatoksin B, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus
nomius aflatoksin B ve aflatoksin G iiretir. Aflatoksin B ve G kuru meyvelerde,
baharatlarda ve musir, yerfistigi, findik ve kurutulmus hindistan cevizi (copra) gibi
tahillarda bulunur. Aflatoksin M1 ve M2, aflatoksin B1 ve B2'nin hidroksillenmis
metabolitleridir ve kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlardan saglanan siit veya

sut iriinlerinde bulunabilir.

15



OCH,
Aflatoksim Bl R=H Aflatoksin B2 R=H
Aflatoksin M1 R=0H Aflatoksin M2 R=QH

OCH,
Aflatoksin G1 Aflatoksin G2

OCH,

Sekil 2.2. AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2’nin kimyasal yapilar1.

Mikotoksinler arasinda, aflatoksinlerin toksik etkileri ¢ok degiskendir. Aflatoksinler,
baz1 kisilerde hepatit B enfeksiyonu ile karaciger kanseri ve artan kanserojen
potansiyele neden olmaktadir. Bilinen en giicli hepatokarsinojenlerdir (Anukul,
Vangnai, & Mahakarnchandkul, 2013). Aflatoksinler ilk olarak 1960 yilinda Birlesik
Krallik'ta 100.000 hindinin 6liimiine neden olan kirli (kontamine) hayvan yemlerinde
tanimlanmistir (Blount 1961; Ma ve ark., 2016). Bu salgin Turkey-X hastaligi olarak
adlandirilmigtir. Daha sonra, 1961'de Kenya, Uganda ve Bati1 Afrika'daki 6rdeklerde
aflatoksin salgini meydana gelmistir. Akut aflatoksikoz Kenya'da 123'ten fazla dliime
neden olmustur. 1991'den 2009'a kadar Japonya'da, ithal edilen gidalardaki aflatoksin
Bl'in bitki enfekte kaynaklardan 10-4918 mg.kg™” seviyesinde kirlenme konusunda
1500'den fazla ihlal vakasi bildirilmistir (Anukul ve ark., 2013).

Aflatoksinler bir¢ok tahilda ve bunlarin tiiretilmis tirlinlerinde saptanabilir. 1998 yilinda
ABD'de misirda Aspergillus spp.'nin siddetli istilasindan sonra gida Kkalitesini
distirmistiir, 1998'den 2001'e kadar hasat edilmis misirdaki aflatoksin seviyelerinin
Olcimleri yapilmistir. Sonuglar, neredeyse tiim numunelerin aflatoksin igerdigini
gostermistir. Kirlenme seviyesi, AFB1 derisiminin 641 Ig.kg” oldugu 653 Igkg'’a
ulagtign goriilmistiir (Abbas ve ark., 2006). Kenya'daki sorgum (siiplirge darisi)

graniillerinde 4 ana aflatoksin tiiri tespit edilmistir (taze hasat edilmis ve depoda)
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(Kange ve ark., 2015). Spagetti, eriste, makarna, lazanya ve bucatini gibi bugdaydan
elde edilen friinlerin AB yasal smirinin {izerindeki derisimlerde aflatoksinlerle
kontamine oldugu goriilmiistiir. Sonuglar, gidalarin kalite kontroliine kesinlikle dikkat
edilmesine yol agmustir (Igbal, Asi, Jinap, & Rashid, 2014). Aflatoksin kontaminasyonu
ayrica hayvanlarida ilgilendirmektedir. Aflatoksijenik Aspergillus tiirleri olan A. flavus,
A. parasiticus ve A. tamarii igeren Flavi, kanatlilarin yemlerinden izole edilmistir ve
misir tanelerinde 440.521 Ig/kg seviyesine kadar olan aflatoksin iiretebilmislerdir
(Ezekiel ve ark., 2014). Findik, antep fistig1, ceviz ve kuru tiziim, kuru incir gibi kuru
meyvelerde aflatoksin goriilme siklig1 da oldukga yiiksektir (Arrus ve ark., 2005; Juan
ve ark., 2008). Diisiik bir olusum olasiligina ragmen, A. flavus, A. parasiticus ve A.
nomius, kakao ¢ekirdeginde aflatoksin B1, B2, G1 ve G2'yi sentezleyebilir. Boylece, bu
toksinler, 6zellikle ¢ocuklar tarafindan yaygin olarak tiiketilen kakao alt iirlinlerinde
yiiksek oranda bulunmaktadir (Sanchez-Hervas ve ark., 2008; Copetti ve ark., 2011).
Ayrica, aflatoksin Bl ile kontamine olmus yemlerin emziren hayvanlar tarafindan
tilkketilmesi, ardindan aflatoksin B1'in hayvan metabolizmasi ve sindirimi yoluyla M1'e
dontistiiriilmesi yoluyla aflatoksinler siit {irlinlerinde bulunabilir (Bognanno ve ark.,
2006; Vaz ve ark., 2020) Toksin teknolojik isleme dayanabilir ve aflatoksin M1
pastorize edilmis ve Ultra-yiiksek sicaklikta (UHT) islenmis siitlerde (Bilandzi¢ ve ark.,
2014; Zheng ve ark., 2013), siit tozunda (Marimon Sibaja ve ark., 2019; Zhou ve ark.,
2019), yogurtta (Hamed ve ark., 2017; G. Zhang ve ark., 2019) ve peynirlerde (Janaina
ve ark., 2019) bulunabilir.

Daha onceden aflatoksinlerin bulastigi yem ve yiyecekler, 6zellikle immiin sistemi
baskilanmis (bagisiklik yetmezligi) olanlar i¢in, hem akut hem de kronik zehirlenme
nedeniyle insan ve hayvan saglig1 i¢in tehdit olusturmaktadir. Ayn1 hastaliktan etkilenen
14.000 6rdek yavrusunun dliimiine neden olmustur. Ayn1 donemde, ABD'de bir alabalik
hepatom (karaciger tiimorii) patlamasi rapor edilmistir. Daha sonra elde edilen sonuglar,
hepsinin ortak nedeninin aflatoksinler oldugunu gostermistir. Kuslarda, bu
mikotoksinlerin tiiketilmesi yemeyi reddetme, uyusukluk ve kanatlarin zayiflig1 ile
sonu¢lanmistir. Ardindan kuslar bir hafta i¢inde olebilmektedir (Goldblatt, 2012;
Nguyen ve ark., 2017). Insanlar icin aflatoksinler, hepatotoksik olarak kabul
edilmektedir. Toksin karacigere saldirir ve tiimorleri ve teratojenik etkileri ve hatta
hastalarin  6liimiinii indiiklemistir. Aflatoksikoz semptomlari, 6dem, karaciger
hemorajik nekrozu ve derin koma olarak tanimlanmistir (Williams ve ark., 2004).

Ayrica aflatoksinler 6zellikle de aflatoksin B1 kanserojen olarak nitelendirilmistir.
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Aflatoksinler, Orta Afrika ve Gilineydogu Asya'da yliksek oranda insan karaciger
kanseri ile iligkilendirilmistir (Shank ve ark., 1972a; Shank, Wogan, & Gibson, 1972b;
Kirk, Bah, & Montesano, 2006).

Tarim trinlerinde en o6nemli mikotoksinlerden biri olan aflatoksinler, 1960'larin
basindaki kesiflerinden bu yana ¢ok fazla ilgi gérmiistiir (Kensler ve ark., 2011). Gida
irtinlerinde olusabilirler ve insan sagligina son derece zararlidir. Gida glivenligi sorunu
aflatoksin tayini i¢in son derece hassas ve segici yontemlerin gelistirilmesine dikkat
¢cekmektedir (Khlangwiset ve ark., 2011). Maisir, piring, antepfistigi, misir gevregi ve yer
fistig1 gibi ¢ok ¢esitli tarim {riinlerinde bulunurlar (Edupuganti ve ark., 2013).
Aflatoksinler kimyasal olarak bir ¢ift-furan-halkas1 ve bir kumarin parg¢asindan olusan
bir difuranokumarin tiirevi grubudur; furofuran kismi, toksik ve kanserojen aktivite i¢in
gereklidir (Wogan ve Newberne, 1971).

En 6nemli kabul edilen alt1 aflatoksin tiirii (B1, B2, G1, G2, M1 ve M2) vardir. B grubu
aflatoksinler (B1 ve B2) bir siklopentan halkasi igerirken benzeri G-grubu bir lakton
halkasina sahiptir. Ultraviyole 15181n 1s1masi altinda mavi veya yesil (B % mavi, G %
yesil) floresans yayabilirler. Aflatoksin M1 ve M2 siitte bulunan aflatoksinlerdir ve
AFBI1 ve AFB2'in hidroksillenmis iirlinleridir. 6 bilesik arasinda, AFB1 genellikle
miktar olarak baskindir ve en zehirli maddeyi olusturur (Wang ve ark., 2016).

Aflatoksinlerin temel kimyasal 6zellikleri Cizelge 2.5’de verilmektedir.

Cizelge 2.5. 1lk olarak Hartley, Nesbitt ve O’Kelly tarafindan belirlenen aflatoksinlerin
temel fizikokimyasal 6zellikleri (Hartley, Nesbitt, O’Kelly, 1963; Benkerroum, 2019).

UV isik Floresan spektrum )
o _ Erime .
. Kristalizasyon altinda Uyariima  Emisyon Kimyasal
Aflatoksin MW noktasi
coziiciileri floresan  dalgaboyu dalgaboyu oC formiil
(360 nm) (nm) (nm)
Aflatoksin Trikloroetilen/
Mavi 365 425 312 265-270 C17H1,06
Bl kloroform
Aflatoksin )
B2 Metanol Mavi 365 425 314 305-309 C17H1404
Aflatoksin
o1 Metanol Yesil 365 450 328 247-250 C17H1,0;
Aflatoksin )
- Metanol Yesil-mavi 365 450 330 237-240 C17H1407
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2.2.3.1. Aflatoksin B1

Aflatoksinler, 6zellikle AFB1, insanlardaki akut toksikolojik etkilerinden dolay1 biiyiik
ilgi gormiistiir (Piletska ve ark., 2010). AFB1, potasyum siyanidinkinden 10 Kat,
arsenikden 68 kat ve hepatoseliiler karsinoma neden olan (indiikleyen) dimetil
nitrozaminin 75 kat daha ciddi kanserojen toksisiteye sahiptir. AFBL1'in insanlara akut
toksisitesi nedeniyle, 1993 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC) ve
diinyanin en gii¢lii kanserojenlerinden biri olan I. Grup Kanserojen olarak kabul
edilmistir (IARC, 1993). AFB1’in biiyiik tehlikeleri 1s181nda, birgok iilke ve kurulus kati
yasal sinirlar koymus durumdadir. Diinya Saghk Orgiitii, Codex Alimentarius
Komisyonu, Avrupa Birligi (AB), Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya, gidalardaki
toplam aflatoksin seviyesinin (B1 + B2 + Gl + G2) 15 pgkg “den diisiik olmasi
gerektigini Ongérmiistiir (Liang ve ark., 2018). Bunlar arasinda AFBI, en yiiksek
toksisiteye sahip bilinen en giiclii dogal kanserojen maddedir. AFB1'in ortalama
slimeiil dozu (LD50), oldukca toksik zehir araligina ait olan 0.36 mg.kg™'dir (viicut
agirhigl). Molekiiler formiilii C7H120¢'dir ve 365 nm UV 1s181na maruz kaldiginda mavi-
mor fliloresans yaymaktadir. Molekiiler agirhigi 312-346 Da'dur ve kimyasal yapisi
Sekil 2.3'de gosterilmistir (Xue ve ark., 2019).

5
25
K f#’

Sekil 2.3. Aflatoksin B1’in kimyasal yapisi.

Uluslararas1 kanser ajansi tarafindan arastirmalar AFB1’in yiiksek oranda kansorejen
(Cordeiro ve ark., 2013; Yang ve ark., 2016), mutajenik (Bhattacharya, Francis, &
Shetty, 1987) ve teratojenik (Macholz, 1988) oldugunu kanitlamak i¢in yeterli insan
epidemiyolojik ve hayvan deneyleri oldugunu gostermistir. Raporlar ayrica AFB1'in

primer karaciger kanseri, mide kanseri, akciger kanseri gibi hastaliklara neden
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olabilecegini gostermistir. Ayrica, deneysel bir hepatokarsinojen olarak AFB1'in, insan
hepatik (karaciger) seliiler kanserinin (HCC) multifaktoriyel etiyolojisinde dnemli bir
risk faktorii oldugu bilinmektedir. AFB1 genellikle meyveler, tahillar, saraplar,
kuruyemisler, baharatlar ve soya triinleri gibi gida maddelerinde bulunur ve normal
endistriyel islem veya pisirme ile tahrip edilemezler cilinkii 1siya dayaniklidirlar.
Yukarida belirtilen AFBL'in akut toksisitesi, yaygmligi ve kimyasal kararliligi
giderilmesini zorlastirir ve bu nedenle en iyi kontrol yontemi olusmasini 6nlemektir. Bu
nedenle, iilkeler arasinda izin verilen maksimum toksin seviyeleri farklilik gosterse de,
toksinlerin neden oldugu saglik sorunlarini en aza indirmek i¢cin AFBI ile ilgili son
diizenlemeler yapilmistir. Gida maddelerinde ¢ogu iilke tarafindan belirlenen mevcut
maksimum izin verilen seviye 20 ng.mL™dir ve dinyadaki belli bash iilkelerde ve
bolgelerde AFB1'in izin verilen maksimum igerigi Cizelge 2.6'da gosterilmektedir. Bu

nedenle, AFBL1 tayini igin gesitli yontemler kullanilmistir (Xue ve ark., 2019).

Cizelge 2.6. Gidalarda AFB1 maksimum izin verilen limitler.

Kabul Edilebilir
Ulke Gida Maddesi En Yiiksek Limitler
(ng.kg™)
Tiim gida maddeleri 5
Tiirkiye Bahartlar 5
Hububatlar 2
Cin Misir, Fistik ve tirtinleri 20
Piring, bitkisel yaglar 10
Bebek mamast 5
Digerleri 5
Avrupa Komisyonu  Fistik, tahil, findik ve kuru meyveler 2
Piring 5
FDA 20
Romanya 2
Hindistan 30
Vietnam 20
Kore 10
Japonya
Giiney Afrika
Arjantin 5
Avusturalya
Singapur

Bu alanlardaki pek c¢ok ilerlemeye ragmen, AFB1'in diisiik izin verilen seviyeleri ve
siddetli toksisitesi g6z Oniline alindiginda, algilamanin basitligini, segiciligini ve
hassasiyetini arttirabilecek yeni yaklagimlar bulmak hala zordur (Xue ve ark., 2019).

AFBL1 tayininde hassas ve uygun maliyetli analitik yontemler gelistirilmesi igin biiyiik
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caba sarf edilmistir. Her ne kadar ince tabaka kromatografisi (TLC) ve yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) su anda kullanilmakta ve yaygin olarak kabul
edilen tayin yontemleri olmakla birlikte, bu yontemler uzman personel, pahali
ekipmanlar ve kapsamli numune hazirlama yontemi gerektirmektedir (Park ve ark.,
2014). Bu nedenle, sahada mikotoksinlerin tayini i¢in hizli, basit, diisiik maliyetli,
hassas ve taginabilir cihazlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu yontemler arasinda, nanomalzemelerin gelisimi, yiiksek performanslar1 ve ¢cok yonlii
Ozellikleri nedeniyle, AFB1'in son derece hassas, segici ve basit bir sckilde tayin
edilmesini saglayarak ve siireci karmasik, zaman alici, emek gerektiren pahali
geleneksel yontemlerin  kisitlamalarinin  iistesinden gelerek miikemmel umutlar

sunmaktadir (Xue ve ark., 2019).

2.2.3.2. Aflatoksin M1

Siit, insan sagliginin gelisimi ve siirdiiriilmesi i¢in makro ve mikro besinler saglayan bir
temel gidadir. Ancak ¢evresel ve gida kirletici bir ara¢ haline gelebilir ve onu tiiketen
kisilerde ¢esitli  fizyolojik  degisikliklere neden olabilir. ~ Siitte  bulunan
mikroorganizmalar ve bunlarin metabolitleri, lireyen memelilerin sivilar1 ve dokularina
goc ederek hasara neden olabilir. Siitte bulunan aflatoksinler gibi kirleticilerin toksik
etkilerine yetiskinlere goére daha duyarl olan ¢cocuklar ve bebekler i¢in ciddi bir endise
vardir (Scaglioni ve ark., 2014).

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius gibi
cesitli mantar tiirleri tarafindan {iretilen ikincil metabolitlerdir. Bu organizmalar tarimsal
uriinleri kirletir ve 6zellikle aflatoksinler B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFGI) ve G2
(AFG2) tiretir. AFB1 ve AFB2 ile kontamine olmus yiyecekleri yiyen hayvanlar, bu
aflatoksinleri hidroksilatlayabilir ve Aflatoksin M1 (AFM1) ve M2 (AFM2) ile
kontamine olmus siit iriinleri verebilir (Creppy, 2002; Khansili, Rattu, & Krishna,
2018).

Aflatoksinler arasinda AFBI1, yemde bulunan son derece toksik kirletici maddedir ve
daha sonra kontamine olmus yemlerin emziren memelilere maruz birakilmasi, karaciger
sitokrom P450 enzimi tarafindan metabolize edilen ve kanserojen yan etkileri bilinen
AFBLl'in 4-hidroksi metataboliti olan AFM1'in siitte salgilanmasina yol agmaktadir
(Sharma ve ark., 2016). AFB1 kontamine yem inekler tarafindan alindiginda, 9a

pozisyonunda AFB1'in enzimatik hidroksilasyonu ile AFM1’e doniistiiriiliir ve yaklasik
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% 0.3 ila % 6.2'ye esit bir toplam donilislim oranina sahiptir. Sonu¢ olarak AFM1
ineklerin meme bezi tarafindan salgilanir (Shadjou ve ark., 2018).

O -
> o-CHs
Aflatoksin M1 (AFM1) Aflatoksin M2 (AFM2)

Sekil 2.4. AFM1 ve AFM2 mikotoksinlerin kimyasal yapilari.

Baslangigta Grup 2B ajani olarak siniflandirilan bu toksin, suanda Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ve Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan Grup 1 olarak yeniden
smiflandirilmistir (Shadjou ve ark., 2018). Diizenleme kurumlart gida ve insan sagligi
giivenligini saglamak amaciyla, bebekler i¢in ana besin maddesi olarak kabul edilen siit
ve siit iirlinlerinde maksimum AFM1 kalint1 seviyesini (maximum residue level: MRL)
belirlemistir. Avrupa toplulugunda, Avrupa Komisyonu Y 6netmeligi, AFM1 ig¢in siit ve
siit tirtinlerinde 50 ng.kg'l veya 50 ppt seviyesinde ¢cok katt MRL belirlemislerdir. Izin
verilen maksimum sinir, bebek siitii ve bebek mamasi i¢in daha da diisiiktiir; 25 ng.kg™.

AFBLl'in hidroksilenmis bir metaboliti olan Aflatoksin M1 (AFM1), genellikle
hayvansal dokularda ve sivilarda (siit ve idrar) bulunur. Ornegin, siit veren hayvanlar
AFBI1 ile kontamine yemleri yediklerinde AFM1'i siitlerine salgilarlar (Polan, Hayes, &
Campbell, 1974) ve ardindan ¢ok gesitli siit iiriinlerinde bulunabilirler.

AFM1, ana bilesigi AFBI ile ayn1 kanserojen, mutajenik ve toksik aktivitelere sahiptir
ve ayrica pastorizasyon islemi gibi 1s1l iglemler sirasinda oldukga kararlidir. Bu nedenle,
diisiik derisimlerde bile AFM1 yutulmasi, insan sagligina, ozellikle en c¢ok siit
tiiketicileri olan ¢ocuklar i¢in 6nemli bir risktir (Rastogi ve ark., 2004). Bu nedenle,
bir¢ok iilke AFM1 i¢in ¢esitli gidalarda 0.01-0.5 mg.L'1 araliginda maksimum siirlar
koymustur (European Commission Regulation, 2001 & 2004) (Peng ve ark., 2016).

ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA), Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Gida Tarim Orgiitii
(FAO) ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) gibi bir¢ok ulusal ve uluslararasi
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kamu sagligi ve devlet kurumu, gida ve yemde mikotoksin kirliligi ve baslica
mikotoksin siniflart i¢in kat1 kurallar benimseyerek bu kiiresel sorunu ele almistir. Su
anda, yaklasik 100 iilke gida ve yemde 6nemli mikotoksinlerin varligina iliskin sinirlar
belirlemistir. Cizelge 2.7'de 6nemli toksinler, ana iireticiler ve yaygin olarak kirlenmis
olmus bazi gida tiriinleri ile ABD, FDA ve AB gida ve hayvan yemlerindeki mikotoksin
seviyeleri igin diizenleyici smirlar listelenmistir (Bennett ve Klich, 2003; Alshannaq ve
Yu, 2017; Lee ve Ryu, 2017; Moretti, Logrieco, & Susca, 2017).

Cizelge 2.7. Baslica mikotoksinlerin gida ve hayvan yemi seviyelerinde FDA ve EU
maksimum limitleri (Alshannaq & Yu, 2017).

US/FDA EU (EC 2006)

Mikotoksin Mantar Tiirleri Gida Uriinleri . 4
(ngkg™)  (ngke?)

Mistr, bugday,

] . piring, fistik,
Aflatoksinler Aspergillus flavus AFBI igin 2-12
. . sorgum, badem, Toplam 20 )
B1, B2, G1, G2 Aspergillus parasiticus Toplam i¢in 4-15
findik, incir, pamuk

tohumu, baharatlar

Siitte 0.05, bebek

mamalar1 ve

Aflatoksin M1 AFB1 metaboliti Siit ve siit tirtinleri 0.5
bebek siitiinde
0.025
Aspergillus ochraceus Tahillar, kuru tiziim,
Okratoksin A Penicillium verrucosum  sarap, iiziim, kahve, - 2-10

Aspergillus carbonarius  kakao, peynir

Fumonisin Fusarium verticillioides ~ Musir, musir {irtinleri,
) ) 2000-4000 200-1000
B1, B2, B3 Fusarium proliferatum sorgum, kuskonmaz

) ) Tahullar, tahil
Fusarium graminearum
Zearalenone ) uriinleri, misir, - 20-100
Fusarium culmorum

bugday, arpa
. Fusarium graminearum  Tahil ve tahil
Deoksinivalon ) 1000 200-50
Fusarium culmorum rinleri
. . Elma, elma suyu ve
Patulin Penicillium expansum ] 50 10-50
konsantresi
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2.2.3.3. Okratoksin A

Okratoksin A (OTA) en sik goriilen mikotoksinlerden biridir ve hem insanlarda hem de
hayvanlarda nefrotoksik, kanserojen, immiinosiipresif ve teratojenik oldugu
bildirilmistir (Malir ve ark., 2013; Qi ve ark., 2014). Bu toksin, Aspergillus ve
Penicillium cinsinin filamentoz (ipliksi) mantarlar tarafindan tretilen toksik bir ikincil
metabolittir. A. ochraceus, A. carbonarius, A. steynii, A. niger ve A. westerdijkiae gibi
Aspergillus cinsinin farkli tiirleri OTA {iretebilmektedir. Bugday, musir, arpa, yulaf,
piring, meyve, findik ve baharat gibi genis bir gida iiriin yelpazesinde ve kahvaltilik
tahillar, ekmek, kahve, cikolata, sarap ve bira gibi tiiretilmis iirlinlerde tespit edilmistir
(Molinié ve ark., 2005; Zinedine ve ark., 2007; Vidal ve ark., 2013). Toksin olusumu
bazen oldukca yiiksektir ve yasal sinir1 agmaktadir. Kontaminasyon, tohumlarda
besleyici ve saglikli kalite kaybina ve ¢imlenme seviyesinin diigmesine neden olur, bu
nedenle verim kaybi yasanmaktadir. OTA, tizim, kuru {iziim, siyah-beyaz ¢ekirdeksiz
kuru iizlim, hurma, kuru erik ve kuru incir gibi ¢ok ¢esitli meyveler ve kuru meyveler
bulagabilir. Bu tip triinlerde OTA, siyah aspergilli tiirleri, dzellikle A. carbonarius
tarafindan tiretilmistir ve sahada kontaminasyon meydana getirmistir (lamanaka ve ark.,

2005; Zinedine ve ark., 2007; Lucchetta ve ark., 2010).

Uziim, kuru {iziim ve islenmis {iziim iiriinlerinde OTA seviyesi, ozellikle yiiksek
bulunmustur; Avrupa Toplulugu iiziim suyu, sarap ve kuru gidalardaki 2.0 pg.kg'1 olan
OTA limit derisimi 4.95 pg.kg™ olarak fazla bulunmustur. Tropikal bolgede, OTA
baslica kahve c¢ekirdeklerinde A. ochraceus ve A. westerdijkiae tarafindan
tretilmektedir. OTA hem yesil kahve, kavrulmus kahve hem de hazir kahvede
bulunmustur. Yesil kahve oOrneklerinde OTA, 0.2 ila 62 ],Lg.kg'1 arasinda degisen
derigsimlerde bulunmustur (Heilmann, Rehfeldt, & Rotzoll, 1999; Romani ve ark.,
2000). Benzer sekilde ham kakao ve kakao yagi, kakao tozu, kekler ve gikolata gibi
kakao gibi iriinleri OTA kontaminasyonu ile iliskilendirilebilir (Copetti ve ark., 2013)
Kakao iirtinlerinde aflatoksin ile OTA 'nin birlikte oldugu bulunmustur (Copetti ve ark.,
2012). Insanlar OTA'ya sadece kontamine gidalarin tiiketimi ile degil, ayn1 zamanda
havadaki OTA solunarak da maruz kalabilirler. Kahve, kakao ¢ekirdekleri ve
baharatlarin doniisiim birimlerinde tiiketicilerin ve ¢alisanlarin kaninda OTA tespit
edilmistir (lavicoli ve ark., 2002; Sangare-Tigori ve ark., 2006). Bitkisel iiriinlerin yani

sira et Uiriinlerinde de OTA bulunabilir. Cok sayida ¢alisma OTA'nin hem yiizeyde hem
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de igerikte bu iriinlerde bulundugunu gostermistir (Rodriguez ve ark., 2012; Nguyen ve
ark., 2017).

2.3. Kiiciik Molekiiller
2.3.1. Kiig¢iik Molekiillerin Baslangici Ve Olusumu

Kiiciik molekiiller tipik olarak 1000 Da’nin altinda olan diisiik molekiiler agirlikl
organik molekiiller olarak adlandirilabilir. Bu kategori, dogal veya teknoloji kokenli,
birgogu biyolojik, farmakolojik veya cevresel agidan ilgili olan gesitli kimyasallari
igcermektedir. Bu kimyasallarin algilanmasi1 ve miktar tayini bir¢cok disiplinde oldukca
onemlidir. Dogal olarak, hemen hemen her hiicre, ortak amino asitler, niikleotidler,
sekerler ve bunlarin fosforlanmis tiirevleri dahil, 100 ila 200 farkli diisiik molekiil
agirliklt organik molekiil koleksiyonu igerir. Ek olarak, belirli hiicre tiplerine veya
organizmalara 6zgii ¢ok cesitli kii¢iik biyomolekiiller mevcuttur, 6rnegin birgok bitki,
bitkilere kendi karakteristik kokularmni veren bilesikleri ve morfin, nikotin gibi
bilesikleri igeren ikincil metabolitleri igerir ve kafein insanlar {izerindeki fizyolojik
etkilerinden dolayr degerlidir. Diger taraftan sentetik biyoloji ile iretilmis kiiciik
sentetik molekiilleri tayin etmek ic¢in farmasotik, klinik, ¢evresel veya gida analizi de
dahil olmak iizere cok cesitli alanlarda genis bir yelpazede uygulanmistir. Kiiciik
molekiillerin ¢ogu gida, yem ve diger tarim firiinlerinde iyi bilinen Kkirleticilerdir.
Ornegin, ipliksi mantarlar tarafindan ikincil metabolitler olarak iiretilen mikotoksinler,
farkli fizikokimyasal 6zelliklere ve kanserden akut toksisiteye ve gelisim kusurlarina
kadar degisen cesitli etkilere sahip 500'den fazla farkl kiigiik molekiilii igerir. Tarimsal
acidan, en kritik mikotoksinler, diinyadaki mahsullerde yaygin kirletici maddeler olan
aflatoksinler, fumonisinler, trichothecenes, okratoksinler ve zearalenone familyasidir.
Algal toksinler, fitotoksinler ve siyanotoksinler, sirasiyla, toksikojenik mikroalg ve
siyanobakteriler tarafindan tretilir ve deniz besin zincirine fitoplanktonlar ve ardindan
kirlenmis deniz iirtinleri yoluyla insanlara ulasabilir. Deniz {irtinlerinden kaynaklanan
baz1 kiiclik molekiil toksinlerinin paralitik kabuklu deniz hayvani zehirlenmesi, kirpi
balig1 zehirlenmesi ve noérotoksik kabuklu deniz hayvani zehirlenmesi gibi ciddi
hastaliklara neden oldugu bilinmektedir ve deniz tiriinleri zehirlenmelerinin sikga arttigi
ve yeni zehirlenmelerin ortaya c¢iktigi bildirilmistir. Yukarida bahsedilen biitiin

toksinlerin, insan ve hayvan sagligmma yonelik bir tehdidin yani sira, ayrica su ve
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tarimda 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir ve bunlarin ¢ogu ulusal
ve uluslararasi diizenlemelere tabidir (Peltomaa ve ark., 2018).

Birgok kii¢iik molekiil, geleneksel olarak genellikle yiiksek hassasiyet ve segicilik
saglayan kromatografik yontemlerle tayin edilir. Ancak, yiiksek maliyetli, hacimli
enstriimantasyon ve gerekli uzmanlik nedeniyle, bu yontemler her amag¢ i¢in uygun
degildir; buna karsilik biyosensorler daha ucuz ve daha hizli bir alternatif sunmaktadir.
Geleneksel enzim bagli immiinosorbent deneylerinden (ELISA) ve lateral akis
testlerinden mikrodizilere ve fliioresan veya elektrokimyasal sensorlere kadar degisen
cesitli kiiciikk molekiil analitleri i¢in gesitli biyosensorlerin ve biyoanalitik deneylerin
sayisiz Ornegi rapor edilmistir. Biyosensorlerin kiigiik molekiil tayini igin klasik
yontemlere gore avantajlarindan bazilari; es zamanl izleme, yliksek secicilik, hizl
cevap siireleri, organik coziiciilerin tiiketiminin azaltilmasi ve 6rnek manipiilasyonu,

taginabilirlik, kompaktlik ve kalifiye personel ihtiyacini 6nleyen kolay kullanimidir.

2.3.2. Kiiciik Molekiillerin Tayini i¢in Biyosensorler

Genel olarak, biyosensorler bir biyoreseptor, hedef analiti yakalayan tanima elamanlari
ve oOzellikleri analitin baglanmasi iizerine degistirilen bir donistiiriiciiden olusur.
Analite baglanma yetenegine sahip belirli bir biyotanima temelli sistemler olduklari i¢in
afinite biyosensorleri olarak tanimlanabilir.

Antibadiler, olagantistii secicilikleri ve duyarliliklart nedeniyle en ¢ok kullanilan biyo-
reseptorlerden biridir, ancak niikleik asitler, aptamerler, peptitler ve molekiiler
baskilanmis polimerlerde (MIP'ler) yaygin olarak kullanilmaktadir. Diger taraftan
katalitik biyosensorler, analiti tantyabilen ve bunlar1 kimyasal bir reaksiyonla bir iiriine
dontstiirebilen bir enzim veya tiim hiicre gibi bir biyoreseptore dayanmaktadir.
Genellikle, biyoreseptor, biyolojik tanima olayinda, baglanma olayimi Olgen farkl
aktarim semalar ile izlenebilecegi bir doniistiiriiclinlin ylizeyinde sabitlenir. Baglanma
olayl, Ornegin, kiitlede bir artiy ya da ylizeyin elektriksel direng¢ ya da kirilma
endeksinde bir degisiklik meydana getirebilir; bu, mekanik, elektriksel ya da optik
sinyaller gibi ¢esitli tayin yontemleri ile izlenebilir (Damborsky, Svitel, & Katrlik,
2016).

Optik transdiiserler, bir fotodetektor tarafindan kaydedilebilen emme, yansima, emisyon
veya interferometrik model gibi analit varliginda optik 6zelliklerdeki bir degisikligi

O0lcmeye dayanmaktadir. Birgok optik biyosensdr, biyotanima olayini 6lgmek i¢in bir
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ara¢ olarak kullanilan fliioresan boyalar, enzimler veya nanopartikiiller gibi etiketlerin
kullanilmasin1 gerektirir. Her ne kadar bu tiir etiket temelli yontemler yaygin olarak
kullanilsada ve genellikle ¢ok hassas olsalar da, kaginilmaz olarak, etiketi biyolojik
olarak tanima olayma baglamak icin bir etiketin ve kimyasal bir birlestirme adiminin
dahil edilmesini gerektirir. Etiketleme zorunlulugu, bu yontemleri konjugasyon
adiminin basaris1 ve etkinligi ile sinirlandirmaktadir ve bazi durumlarda ayrica biyolojik
tamima olaymi degistirebilir. Bu nedenle, etiketsiz biyosensorler baglanma olayimi
izlemek igin bir etiket kullanilmasini gerektirmediginden, etiket temelli yontemlere gore
baz1 6nemli avantajlar ve daha iyi dogruluk sunabilir. Etiketsiz yontemlerin avantajlari,
basitligi ve dl¢lim prosediiriiniin hizini; bu yontemler baglanma reaksiyonunun gergek
zamanlt izlenmesini saglar, bdylece molekiiler tanima isleminin kinetik ve
termodinamik parametrelerine erisim saglar (Fan ve ark., 2008; Khansili ve ark., 2018).

Kiiciik molekiillerin tayini i¢in biyosensdrlerin gelistirilmesi, daha biiylik analitlerde
sorun olmayabilecek belirli zorluklar1 ifade etmektedir. Ik olarak, kiiciik molekiiller
bir¢cok tanima elemani i¢in, 6zellikle antibadiler i¢in zorlayic1 hedeflerdir, ¢iinkii tek
basina haptenler, antibadi {iretiminden sorumlu olan bagisiklik sistemini stimiile
edememektedir. Sonug olarak, hapten-spesifik antibadiler genellikle daha biiyiik bir
tastyict molekiile konjlige edilmis hapten kullanilarak secilir; bu, bazen serbest hapten
yerine konjugat i¢in spesifik antibadilerle sonuclanir. Ayrica, amino asit gibi fizyolojik
yolaklarin bilesenleri olan kii¢lik molekiiller immiinojenik degildir. Rekombinant
antikorlar, monoklonal ve poliklonal antikorlar igin ilging bir alternatif olarak sunuldu
ve son yirmi yil boyunca birkag¢ rekombinant antikor temelli immiinoassay ve sensor
rapor edilmistir. Potansiyel olarak, rekombinant antibadi, geleneksel esleniklerinin bazi
sinirlamalarinin {istesinden gelebilir; genetik miihendisligi ile modifiye edilebilir veya
protein saflastirmasi i¢in tasarlanan reaktif gruplari veya etiketleri icerebilir. Kiigiik
boyutlarindan 6tiirii, rekombinant antibadi fragmanlari, bozulmamis antibadilere kiyasla
diisiik spesifik olmayan baglanma ve diisiik sterik engellemeye katkida bulunabilir.
Ancak bazi ilging ozelliklere ragmen, rekombinant antibadiler, nadir derisimlerde,
geleneksel antibadilere gore daha iyi ve hatta benzer egilimler gostermektedir; diisiik
derisimlerde bulunan kiigiik molekiillerin tayini i¢in kullanimlarmi smirlandinir ve

dolayisiyla yiiksek afiniteye sahip tanima elemanlarini gerektirir.

Alternatif olarak, biyosensorler diger birka¢ biyoreseptdre veya biyotaklit (biyoinspried)

tanima elemanlarina dayanabilir. Aptamerler, hedef molekiilleri ytiksek secicilik ve
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hassasiyetle baglanmalarin1 saglayan {i¢ boyutlu bir yap1 olusturan kisa sentetik DNA
veya RNA molekiilleridir (Fodey ve ark., 2011). Aptamerler, immobilizasyon veya
etiketleme amaciyla kolayca sentezlenir ve modifiye edilir. Aptamerler kii¢iik boyutlari,
yiiksek kimyasal ve termal kararliliklar1 ve diisiik maliyeti nedeniyle antibadiler i¢in
ilging bir alternatif olabilir. Yinede kii¢iik boyutlu analitler i¢in iyi aptamer baglayicilari
bulmak 6zellikle zor olabilir. Bu nedenle, aptamer temelli etiket icermeyen yontemler,
tanima elemaninin eksikliklerini telafi etmek icin genellikle farkli sinyal amplifikasyon
yontemlerine dayanmaktadir. Biyosensorlerde kullanilan ilk tanima elemanlar1 arasinda
bulunan enzimler hedefler i¢in oldukga iyi bir segimdir. Ancak immobilizasyon sonucu
zayif karalilik veya aktivite kaybi ile kullanimlari sinirlandirilabilir (Rhouati ve ark.,
2016).

Plastik antibadiler olarak da bilinen molekiiler baskilanmis polimerler (MIP'ler) yapay
malzemelerdir ve agikcas1 tanimi geregi biyolojik tanima elemani temelli bir biyosensor
tanimina uymamaktadir. MIP'ler yiiksek fiziksel ve kimyasal kararliligi, saglamligi,
diisiik maliyeti ve hazirlama kolayligi nedeniyle biyosensor gelisimi i¢in heyecan verici
bir secenektir. Molekiiler baskilama, antibadiler, enzimler veya diger protein
reseptorleri gibi bazi biyolojik reseptorlere benzer sekilde analite segici afiniteye sahip
baglama bolgeleri igeren istege uyumlu (custom-made) polimerik malzemelerin
tasarlanmasina ve hazirlanmasina izin verir. MIP sentezi i¢in, baskilama i¢in segilen
hedef molekiili bir c¢apraz baglayici varliginda polimerlesebilen fonksiyonel
monomerlerle kovalent veya kovalent olmayan baglar ile etkilesime girer. Hedef
molekiil uzaklastirildiginda, ortaya ¢ikan {i¢ boyutlu supramolekiiler yapi, hedef
molekiile tamamlayic1 olan spesifik tanima bélgeleri icermektedir (Moreno-Bondi ve
ark., 2008; Wanekaya, Chen, & Mulchandani, 2008; Peltomaa ve ark., 2018).

2.4. Molekiiler Baskilanmis Polimerler

Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) hedef molekiiliin sentetik reseptorleridir. Bu
nedenle dogal antibadi-antijen sisteminin anologlar1 diyebiliriz. Modern diinyada
cevreyi algilama, taklit etme her yerde yayginlagsmistir. Molekiiler tanima, belki de esas
algilama tipi (biyolojik siiregler i¢in temel olan ve hali hazirda algilama sistemi) ayirma,

kataliz gibi siireclerdeki dneminden dolay1 ¢ogu kimyasal arastirmanin konusu olmustur
(Belbruno, 2019).
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Kalip molekiiliin
uzaklastirilmasi

Sekil 2.5. Molekiiler baskilamanin genel siireci.

Dogal sistemler bir dizi yabanci cisme karsi antibadileri iiretebilirken, kimyasal
stireclerde bu tiir reseptorlerin kullanilmasi maliyet ve c¢evresel kosullara karsi
duyarlilik gibi bir¢ok engelle karsi karsiya kalmaktadir. Modern sensor arastirmalarinin
hedefi benzer spesifiklik ve hassasiyet ile dogal antibadi-antijen davranisini taklit eden
sentetik reseptorlerin olusturulmasidir. Bu molekiiler tanima, tanima elementlerindeki
degisiklikleri izlemek igin modern teknolojiler ile birlestirildiginde miidahalesiz bir
sekilde hedefleri izleyebilen ve tayin edebilen segici hassas sensorleri vaat etmektedir

(Belbruno, 2019).

Bu nedenle iiretim sirasinda baskilanan analite secici baglanmasi i¢in bir ‘anahtar ve
kilit® mekanizmasi ile calisirlar. MIP’ler potensiyel olarak c¢evre kosullar1 ve diisiik
maliyet acisindan dayanikliligin avantajlar1 ile biyolojik reseptorlerin spesifikligini ve
seciciligini sunmaktadir. Ornegin, dogal reseptorler tipik olarak insan viicudu sicaklig
araligindaki sicakliklarda saklama ve uygulama gerektirir fakat bir polimer matriks
temelli MIP'ler, genellikle bir 6zel c¢evre saklama kosullar1 gerektirmediginden,
genellikle sinirsiz olarak saklanabilir ve c¢ok daha genis bir sicaklik araliginda

uygulanabilmektedir (Saylan ve ark., 2019).

Molekiiler baskilamanin bir¢ok farkli yontemi vardir. Ancak yontemlerin tiimii ayni
temel basamaklari izlemektedir;
(1) fonksiyonel monomere kovalent veya kovalent olmayan sekilde baglanmis kalip
veya hedef molekiilii igeren bir polimer {iretilir,
(2) kalip molekiil polimerden uzaklagtirilir (desorpsiyon adimi), kalip molekiile
0zgii spesifik baglanma bolgeleri olusur,
(3) MIP kalip molekiil i¢eren ornek ile etkilestiginde, kompleks ortamda kaviteye
sadece kalip molekiil spesifik bir sekilde baglanir.
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Genel siire¢ Sekil 2.6’de gosterilmistir (Belbruno, 2019).

Polimer
matriks
J
a) b) 0
a el o &) = X
Kalp molekiil w “ # d)
Fonksivonel
monomerler Molekiiler Baskilanmis

Polimer

Sekil 2.6. Molekiiler baskilama siirecinin sematik gosterimi; (a) 6n kompleks; (b)

polimerizasyon; (¢) kalip molekiiliin uzaklastirilmasi; (d) geri baglanma.

2.4.1. Molekiiler Baskilamanin Tarihi

Chemical Abstract’in bir arastirmast; 6zellikle “imprinted polymer” olarak bildirilen ilk
makalenin Lund’da K. Mosbach and B. Sellergren tarafindan 1984 yilinda
yaymlandigini gostermektedir. “Imprinted polymer” teriminin kullanildigi ilk makale
1985 yilinda G. Wullf tarafindan yazilmistir fakat 1973’den beri Wullf “Enzim-Analog
Yapili Polimerler” baglikli bir seride makaleler yayinlamistir. Bu ilk arastirmacilar
bilimin farkli yonlerini geligtirmistir.

Mosbach grubu kalip ve polymer matriks arasindaki kovalent olmayan etkilsimleri
kullanmaya odaklanirken, Wullf baskilama (imprint) olusturmak i¢in kovalent
baglanmay1 kullanmaya yonelmistir. Iki yontem arasindaki fark baskilanan molekiilii
MIP’den uzaklastirmak igin uygulanan kimyadir. Onemli bigimde kovalent sentezin
daha homojen bir geri baglanma kaviteleri iiretmesi, ve potansiyel olarak daha hedef-
spesifik MIP’ler elde edilmesi beklenir. Mosbach and Sellergren ayirma ve algilama
(sensing) materyalleri gelistirdigini agiklamistir, Wullf yogun olarak katalitik
tepkimelerde baskilanmis polimerleri ¢alismistir, 1993’te K. Shea’nin canli farelere
yerlestirilmis plastik bir antikor gibi benzersiz biyolojik uygulamalar hakkinda benzer
caligmalar yaptig1 rapor edilmistir.

MIP’lerin iiretimini agiklayan caligmalar olmasina ragmen “molekiiler baskilanmig

polimer sensor” terimi 1992 yilinda S. Piletsky tarafindan ilk defa kullanilmustir.
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2.4.2. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Sentezi

Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezi bir kovalent veya kovalent olmayan
etkilesimli kompleksler ag1 gelistirilen fonksiyonel monomerin hedef molekiil ile ¢ozelti
icinde etkilesimine izin veren en genel yontemdir. Fonksiyonel monomer hidrojen
baglanma islevi veya hedefe kovalent bir bag olusturacak reaktif bir siibstitlient
saglamaktadir. Baz1 yaygm fonksiyonel monomerler; akrilamid, metil metakrilat
(MMA), metakrilik asit (MAA), anilin ve piroldiir. Uygun dimetakrilat (EGDMA) ve
polimerizasyon baslaticisindan sonra, tipik olarak azobis(izobutironitril) (AIBN)

eklenir, 1s1tma veya ultraviyole radyasyonla polimerizasyon baslatilir (Belbruno, 2019).

Jxﬁo )H(\/\)H(

OH
Monomer (MMA) Capraz Baglayici (EGDMA)
N IL H
X N\\ K e
N7 Ny
O
Baslatic1 (AIBN) Porojen (DMF)

Sekil 2.7. MIP’lerin sentezinde kullanilan ajanlar, MMA: metil metakrilat; EGDMA:

etilen dimetakrilat; AIBN: azobis(izobutironitril) ; DMF: dimetilformamid.

2.4.3. Molekiiler Baskilanms Polimer Temelli Sensorler

Son yillarda, MIP'ler kiigiik molekiil tayini igin yiizey plazmon rezonans (SPR)
sensorlerinde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Fodey ve ark., 2011). Hedef
molekiiliin polimerin aktif baglanma bdlgeleriyle etkilesimi SPR tarafindan tespit
edilebilen algilama ylizeyinin (layer) dielektrik yapisinda bir degisiklige neden
olmaktadir. Antibadilerle karsilastirildiginda, MIP'ler daha zor rejenerasyon kosullarina
dayanabildikleri ve baglanma yeteneklerini yitirmelerine daha az hassas olduklar1 i¢in
daha saglam bir yiizey saglayabilirler. SPR sensor ¢iplerine segici bir MIP katmani

hazirlamak i¢in ¢esitli yontemler tanimlanmistir ve bunlar MIP filminin veya
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partikiillerinin ¢ip yiizeyinde fiziksel olarak biriktirilmesine veya kovalent
baglanmasina dayanir veya alternatif olarak dogrudan sensor yiizeyine yerinde
polimerizasyonu igcermektedir. Ornegin, spin kaplama, baskilanmis nanofilm veya -jel
tamima ylizeyi igeren yiiksek afinite temelli SPR sensorleri olusturularak amoksisilin
(Ayankojo ve ark., 2018), kanamycin (Zhang ve ark., 2018), antibiotics (Altintas, 2018)
ve pestisitlerin (Saylan ve ark., 2017; Yilmaz ve ark., 2017) tayini i¢in kullanilmistir.
Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada ractopaminin tayini i¢in bir nano hibrit filmi
kullanilarak SPR sinyallerinde bir artisin elde edildigi gosterilmistir (Yao ve ark.,
2016). Ractopamin tayini i¢in nanohibrit filmli SPR sensorii 5.0 ng.mL* tayin sinirina
sahip 20-1000 ng.mL™ derisim araliginda genis bir dogrusalik gostermektedir.

Son zamanlarda yapilan bir baska ¢alisma, SPR sensor ¢ipine biriktirilen ve kurutulan
atrazin baskilanmis nanopartikiillerin kullanildigin1 bildirmistir. Nanopartikiillerin
yiizeye tutturulmasi, taramali elektron mikroskobu ile karakterize edilerek
dogrulandiktan sonra SPR &lgiimleri, 0.7134 ng.mL™ atrazin tayin siri ile 0.5-15
ng.mL™ arasinda dogrusal bir yamit gostermistir (Yilmaz ve ark., 2017). Saylan ve ark.,
pestisit baskilanmig SPR cipler hazirlayarak ii¢ farkli pestisit tiirlinii tayin etmislerdir.
Bu calismada, 0.1 nM-6.64 nM derisim aralifinda siyanazin, simazin ve atrazin
pestisitlerin sinyal degisimleri gosterilerek sirasiyla tayin smirlari 0.095, 0.031 and
0.091 nM olarak bulunmustur (Saylan ve ark., 2017).

2.5. Optik Sensorler

Bir sensor genellikle bir sinyal veya uyarani alan ve yanit veren bir cihaz olarak
tanimlanir. Bu tanim genistir. Biyosensor terimi, 1975'lerde, bir doniistiiriicti kullanarak
yiizeylerdeki biyomolekiillerin dogrudan tespiti olarak tamitilmistir. Su anda bir
biyosensoriin en belirgin 6rnegi, bir glukoz derisimini elektronik bir sinyal olarak
bildiren glukoz sensoriidiir; segici bir enzimatik isleme dayanmaktadir. Mevcut tanima
gore, biyosensOrlerde sensor veya analitin tanima elemani (ligand) biyolojik bir
kaynaktan gelmelidir. Biyosensorler, biyolojik bir element (mikroorganizma, hiicre
reseptorii, doku, organel, antikor, enzim) ve bir fizikokimyasal doniistiiriicii igeren
analitik cihazlardir. Hedef analit ve biyolojik materyal arasindaki spesifik etkilesim,
doniistiiriicii tarafindan tespit edilen fizikokimyasal bir degisiklik iiretir. Donustiiriicli
daha sonra spesifik bir analit veya analit derisimi (miktari) ile orantili bir analog

elektronik sinyal verir (Schasfoort, 2017).
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Bir sensor, maddenin varlifint veya miktarint 6lgen ve yorumlanabilir bir sinyale
doniistiiren bir cihazdir. Biyosensor, bilinen bir analitin varligin1 veya seviyesini tespit
etmenin temeli olarak biyokimyasal bir etkilesimin kullanildig1 bir sensor cihazlar1 veya
sistemlerin sinifidir. Bu analit bir tuz gibi inorganik bir bilesik, bir vitamin veya seker
molekiilii gibi kiiciik bir biyolojik molekiil veya proteinler veya niikleik asitler gibi daha
biiyiik biyolojik makromolekiillerin derigimi olabilir. Sensor sistemi ve analit arasindaki
biyokimyasal etkilesim, biyosensor tarafindan kullanilan algilama mekanizmasi
fonksiyonel olarak analit ve biyolojik ortami arasindaki etkilesime benzer oldugu igin,
algilama olayimi biyolojik bir baglanma saglar (Resnick, 2013).

Biyosensorler, biyo-tanima elemanina gore siniflandirilabilir; enzim temelli, antikor
temelli (immiinosensdrler), DNA hibridizasyon temelli (genosensorler) ve apatamer
temelli (aptasensorler) veya doniistiiricii mekanizmasina gore siniflandirilabilir; optik,
elektrokimyasal, piezoelektrik ve termal (Malekzad ve ark., 2018).

Son derece hassas optik donistiiriiciilerdeki son gelismeler, biyomolekiiler
etkilesimlerin etkin 6zgiilliigii, afinitesi ve ¢ok yonliiliigli ile birlestiginde, klinik tani,
biyomolekiiler mithendislik, ila¢ tasarimi, ¢evre kontrolii veya gida endiistrisi gibi
cesitli alanlardaki uygulamalarla gok ¢esitli optik temelli biyosensoérlerin gelistirilmesini
saglamistir. En yaygin olarak kullanilan optik biyosensorler, ince altin filmlerde yiizey
plazmon rezonans (SPR) degisikliklerine dayanmaktadir (Homola, 2008). Bununla
birlikte, optik nano-biyosensdrler, teshis ve tayinde etiketsiz ve yiiksek verimli analiz
igin ihtiyaglar1 karsilamasi beklenen ince filmler yerine nano-yapilandirilmis metaller

kullanilarak da tasarlanabillir (Sepulveda ve ark., 2009).

2.6. Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Sensorler

Yiizey plazmon rezonans (SPR) biyomolekiiler etkilesimlerin izlemesinde giiclii bir
aragtir. SPR biyosensdrlerinin prensibi, molekiiler baglanmanin neden oldugu kirilma
indisi degisiminin rezonant spektral kaymalara dontisimidiir (Liu ve ark., 2016, Koyun
ve ark., 2019). Sekil 2.8'de gosterilen deney diizeneginde polarize 151k, iist kisminda
ince bir metal film kapli sensor ¢ipindeki prizmadan gegirildiginde 151k, ayna gibi
davranan metal film tarafindan yansitilir. Gelis agisinin degistirilmesi ve yansiyan 15181n
yogunlugunun izlenmesi iizerine, yansiyan 151 yogunlugunun asgari olarak gectigi
gozlemlenir (Sekil 2.8, line A). Bu gelis agisinda, yansitilan 151k yiizey plazmonlari

uyararak, ylizey plazmon rezonansini indiikleyerek, yansiyan 1sigin siddetinde bir
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diisise neden olur. Metal filmin serbest elektronlart ile p-polarize 1518in fotonlari
etkilesime girebilir; serbest elektronlarin dalga-benzeri bir salinimini indiikleyerek,

yanstyan 151k yogunlugunu azaltir.

Yansiyan 1s181n
vogunlugu
(%)

O

A B
—_—
Ac1(9)

Sekil 2.8. Yiizey plazmon rezonans uyariminin sematik deneysel kurulumu. Altin
kaplamali bir sensor ¢ipi yarimkiire (veya prizma) iizerine yerlestirilir. Polarize 151k,
sensor ¢ipinde 151k kaynagindan (yildiz) parlar. Yansitilan 151k yogunlugu dedektdrde
(disk) olciiliir. Belli bir gelis agisinda (@), yiizey plazmonlariin uyarilmasi, yansiyan
151810 (A) yogunlugunda bir diisiise yol acar. Altin filmin yiizeyindeki kirilma

indeksinin degisimi (A'dan B'ye) bir a¢1 kaymasina neden olacaktir.

Cizelge 2.8. SPR biyosensor uygulama alanlari.

Uygulanama alanlar Tayin edilen analitler Kaynak

Biyomolekiiler etkilesim o (Subramanian ve ark.,
. Lizozim
izleme 2013)

(Kaushik, Tiwari, Deep,

Tibbi teshis Albumin & Sinha, 2019)
Gida testi Staphylococcal enterotoxin B (Homola ve ark., 2002)
Cevresel izleme Pestisit profenofos (Dong ve ark., 2012)

Yansitilan 151k siddetinin maksimum kaybinin meydana geldigi agiya rezonans agisi
veya SPR-egim seviyesi denir. SPR-egim agisi, sistemin optik 6zelliklerine baglidir,
ornegin; metalin (genellikle altin) her iki yanindaki ortamin kirilma indeksi iizerinde.
Prizma tarafindaki kirilma indeksi degismemekle birlikte, metal yiizeyin yakin
cevresindeki kirilma indeksi, ince altin film iizerinde biriken kiitle (6rnegin proteinler)

adsorbe edildiginde degisecektir. Son yillarda, SPR biyosensorler ¢ok c¢esitli karmasik
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sistemlere uygulanmigtir. SPR biyosensorlerin bazi uygulama alanlar1 Cizelge 2.8’de

listelenmistir.

Yiizey plazmon rezonans, metal yiizeyin hemen c¢evresindeki kirilma indisindeki
degisiklikleri izlemek i¢in miikemmel bir yontemdir. Kirilma indisi degistigi zaman,
gozlenen minimum yogunluk, Sekil 2.9'da gosterildigi gibi degisecektir; burada A
cizgisi gelen agiya karsi yansitilan 151k yogunlugunun grafigini gosterir ve B kirilma
indeksindeki degisiklikten sonraki ¢izim alanidir. SPR sadece bu iki kosul arasindaki
farki 6lgmekle kalmaz, ayni zamanda en altta gbzlenen rezonans agisi degistiginde
zamandaki degisimi de Olgebilir. Sekil 2.9 zamanin “sensorgram” olarak adlandirilan

kaymay1r gostermektedir. Bu degisiklik biyomolekiiler bir etkilesime bagliysa,

etkilesimin kinetigi gercek zamanli olarak incelenebilir.

Ac1
(Angle)

=

Zaman (s) —_—

Sekil 2.9. Bir sensorgram: baglanma (immersion) isleminin zamana gore izlendigi ag1.

SPR sensorleri, metal ylizeyinde sabit bir hacimde yalnizca ¢ok smirli bir bolgede
caligilabilir. Bir sinyalin gozlendigi elektromanyetik alanin (azalan dalga alani) girisim
derinligi, tipik olarak birka¢ yiiz nanometreyi gecmez, sensOr yiizeyindeki metal
filmden uzaklastikca {issel olarak azalir. Azalan dalga alanin girisim derinligi, gelen
15181n dalga boyunun bir fonksiyonudur.

SPR sensorler gercek segicilige sahip degildir: azalan dalga (evanescent) alandaki tiim
kirilma indisi degisiklikleri, sinyalin degismesine neden olur. Bu degisiklikler, ortamin

kirilma indisi farkindan, 6rnegin; tampon bilesiminde veya derisiminde ya da sicaklik
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etkilerinde bir degisiklik; sensor yiizeyinde materyalin spesifik olmayan ve spesifik
adsorpsiyonu kirilma indeksi degisikliklerine neden olabilir. Adsorbe edilen tiirlerin
miktari, Sekil 2.9'da gosterildigi gibi denge tamponun verilmesinden sonra
belirlenebilir. Bir SPR sensorde segici algilamay1 saglamak igin, ¢ip yiizeyinin hedef
bilesiklerin (analit) segici olarak yakalanmasi i¢in uygun olan, ancak 6rnek veya tampon
ortaminda bulunan diger herhangi bir bileseni adsorbe etmeyecek ligandlarla modifiye
edilmesi gerekir.

SPR analizinde, ¢ozelti icindeki analit veya bir hedef bilesen biyotanima elementi
(ligand; yakalama elementi) tarafindan yakalanir. Ligand, analit ile etkilesimi 6l¢gmeden

once sensor ylizeyine kalici veya gegici olarak immobilize edilir (Sekil 2.10).

Ornegin akisi

o °o —>

o * ° l.l Andlit @
8? %HJ_KEEIE g%z é%gjj ‘% Ligand T
Altin (50 nm)

Cam

Sekil 2.10. Etketsiz (dogrudan) algilamanin sematik gésterimi: Analit, sensor yiizeyi
tizerinde immobilize edilmis ligandlar tarafindan yakalanir. Analitin birikmesi, SPR
tarafindan tayin edilen evanesans (azalan dalga) alaninda bir kirilma indisi degisikligine

neden olur. Burada ligand bir hidrojel i¢ine immobilize edilmistir.

En basit durumda, analitin ligand tarafindan yakalanmasi 6l¢iilebilir bir sinyale neden
olur; buna dogrudan etiketsiz algilama denir. Sekil 2.10 dogrudan algilama ile Sl¢iim
dongiisiinde adim adim sensor sinyalini gdstermektedir. Immobilize ligandlara sahip
cesitli sensor ¢ip ylizeyleri ticari olarak temin edilebilir ve daha fazlasi 6zel olarak

hazirlanip tiretilebilir (Schasfoort, 2017).
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Sekil 2.11. Bir analiz dongiisiiniin asamalarin1 gosteren sensorgram; (1) Tampon ¢ozelti
sensorle (baseline) temas etmektedir; (2) Numune ¢ozeltisinin stirekli enjeksiyonu
(birlestirme fazi): Sistem tampon ¢ozeltisi RI analit ¢ozelisi RI'sinden farkli oldugunda
bir kirilma indisi (RI) y1gin kaymas1 meydana gelir; (3) Tampon ¢ozelti enjeksiyonu
(eliisyon fazi); DR, bagl hedef bilesik nedeniyle Olgiilen yaniti gostermektedir; (4)
Rejenerasyon c¢ozeltisinin enjeksiyonu (rejenerasyon adimi) sirasinda bagh tiirlerin

yiizeyden uzaklastirilmasi ve ardindan yeni bir analiz dongiisii.

Her 6l¢lim, sensdr yiizeyinin uygun bir tampon ¢ozeltisi (1) ile sartlandirilmasiyla
baslar. Yakalama olay1 baslamadan once istikrarli bir baslangi¢ ¢izgisine sahip olmak
cok onemlidir. Daha sonra sicaklik veya hidrojel sismesi gibi ortak durum etkileri artik
dalgalanmaz. Bu noktada, sensor yiizeyi, hedef analitleri yakalamaya hazir olan aktif
ligandlart igerir. Analit (2) iceren ¢dzeltinin enjekte edilmesi {izerine, bu molekiiller
yiizeyde yakalanir. Ornegin diger bilesenler de sensdr yiizeyine baglanabilir; uygun bir
ligand sec¢ilmeden, bu baglanma spesifik olmayacaktir. Bu adimda, analit molekiiliiniin
adsorpsiyon kinetigi, ger¢cek zamanli bir dlglimde belirlenebilir. Daha sonra, sensor
sistemine tampon enjekte edilir ve spesifik olarak bagli olmayan bilesenler, ayrilma fazi
(3) swasinda yikanmaktadir. Sekil 2.11°de gosterildigi gibi, biriken kiitle SPR
tepkisinden (AR) elde edilebilir. AR spesifik yaniti temsil etmektedir. Ayrica bu
adimda, ayrilma isleminin kinetiginin arastirilmasina imkan vererek analitin ayrigmasi
baslamaktadir. Son olarak, analit ve ligand (4) arasindaki spesifik baglanmay1 bozan bir

rejenerasyon ¢ozeltisi enjekte edilir. Sensor ¢ip yiizeyine uygun sekilde immobilize
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edilirse, ligandlar sensor c¢ip yiizeyinde kalir ve hedef analitler kantitatif olarak
uzaklastirilir. Ayni sensor ¢ip yiizeyi ile bir¢ok test yapmak i¢in, analiz dongiisiiniin
yiizlerce, hatta bazen binlerce kez tekrarlanmasi gerektiginden, ligandlarin aktivitesini
bozmayan bir rejenerasyon ¢ozeltisinin kullanilmasi 6nem tasimaktadir. Tekrar bir
sonraki analiz dongiisii i¢in ylizeyi sartlandirmak {izere tampon c¢ozelti enjekte

edilmektedir.

Bir tipik SPR sensorgram grafigi Sekil 2.11°de gosterilmistir ve her bir basamagi
ayrintilt bir sekilde asagida belirtilmektedir;

1. Denge fazi: Baslangicta denge tamponu, denge cizgisini olusturmak ic¢in
sensOr ylizeyi ile temas halindedir. Sensor kalibrasyonu amaciyla, analit tamponunun RI
yigin kaymasini telafi etmek i¢in bu asamaya bir kalibrasyon sivisinin enjeksiyonu
(6rn., Bazal tamponda eklenmis ayarlanmig bir gliserol yiizdesi) dahil edilebilir.

2. Birlestirme asamasi: Hedef bilesigi igceren numune enjekte edilir; sensor
yiizeyi lizerindeki yakalama elemanlari, hedef bilesigi baglar ve karmasik formasyona
neden olur.

3. Ayrilma fazi: Denge cizgisi=sistem tamponunun (adsropsiyon ¢dzeltisi)
enjekte edilmesi iizerine, hedef bilesikler (ve ayrica spesifik olarak bagli olmayan
molekiiller) ytizeyden ayrilir.

4. Rejenerasyon adimi: Rejenerasyon ¢ozeltisi (6rn., diisiik pH tamponu), kalan

bagli hedef bilesikleri uzaklastirmak i¢in enjekte edilmektedir (Schasfoort, 2017).

2.7. Metal Nanopartikiiller

Tipik olarak 1 ila 100 nanometre (nm) arasinda bir boyuta sahip olan nanopartikiil
malzemelerin ve yapilarin, nanobilim ve nanoteknoloji uygulamalar1 giderek daha fazla
ilgi cekmektedir. Metal nanopartikiiller ¢esitli alanlarda 6nemli rol oynar. Metal
nanopartikiilin temel 06zellikleri, boyut, sekil, bilesim, kristallik ve yapisina gore
belirlenmektedir. Temelde nanopartikiillerin 6zelliklerine ince ayar yapmak icin bu
parametrelerden herhangi birini kontrol etmek miimkiindiir (Sun ve Xia, 2002).

Tasarlanan nanomalzeme tiirleri nanoteller, nanotiipler, nanokristaller, kiiresel ve
kuantum noktalari, dendritik toplanmis nanoyapilar ve metal nanopartikiiller olabilir.

Bakir (Cu), ¢inko (Zn), titanyum (T1), altin (Au), glimiis (Ag) gibi metal nanopartikiiller
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(NP'ler), cesitli alanlarda 6nemli bir rol oynar. Nanoteknoloji uygulamalarinin hizla
gelismesi ile altin nanomalzemeler, glimilis nanomalzemeler, kuantum noktalar1 ve
karbon nanotiipler dahil olmak {izere c¢esitli nanomalzemelerde yaygin olarak
kullanildig1 goriilmektedir.

Altin  (Au), glimis (Ag), ve bakir (Cu) biyoetiketleme, kataliz, fotografe¢ilik,
optoelektronik, fotonik ve ylizey zenginlestirilmis Raman sagilmasi (SERS) tespiti gibi
faydali alanlar i¢in kararli nanopartikiillerin dispersiyon sentezi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. UV-goriiniir bolgede metal nanopartikiiller ayrica yiizey plazmon
rezonans emilimine de sahiptir. Dahasi fonksiyonellesen, biyouyumlu ve inert
nanomalzemeler kaser teshisi ve tedavisinde antikanser ilaglarin salinimi i¢in de
kullanilmaktadir. Genel olarak metal nanopartikiiller kimyasal ve fiziksel metodlarla
tasarlanabilir ve stabilize edilebilir. Bu nedenle, ilag salinim araglarinin yaninda
goriintlileme ajanlart ve biyosensdrler olarak artan birsekilde kullanilan bu yapilar
“yeni” akilli malzemeler olarak disiiniilebilir. Bu yeni malzemeler ile son gelismeleri
geleneksel tanima tekniklerinin bazi kisitlamalarini asmasini saglayan giiclii, yiiksek
derecede hassas ve secici tayin metotlarin gelismesini saglayabilir. Analitlerin yiiksek
duyarlilik ve secicilikte hizli tayini i¢in sensor teknolojisi bazi engellemelere sahiptir.
Nanoteknoloji mevcut sensor teknolojisinde dnemli bir rol oynar (Sekil 2.12.) Cu, Au,
Ag gibi metalnanopartikiiller kolorimetrik, flurometrik, ylizey zenginlestirilmis Raman
sacilmasi, ylizey plazmon rezonans gibi bilinen optikal karakterlerinden dolay1 optik

temelli tayinde genis bir sekilde kullanilmaktadir.

Metalik nanopargaciklarin fizikokimyasal 6zellikleri

Sensor cihazlart ve biyomedikal uygulamalar icin kullanilan birkag soy metal
nanopartikiil vardir. Bununla birlikte, altin nanopartikiiller ¢gogunlukla;

* Biyouyumluluk ve kimyasal inertlik;

* Tiyol baglantilar1 yoluyla nispeten basit liretim ve modifikasyon;

* Biyomolekiiller i¢in kararli bir immobilizasyon platformu saglayan yiiksek yiizey
enerjisi;

* Elektromanyetik bir alanin metal partikiillerle etkilesimi ile indiiklenen malzemenin
iletken elektronlarinin (plazmonlar) toplu salinimi nedeniyle dikkat c¢ekici optik
ozelliklerti;

Elektronik ozellikler (elektrotlar ve ¢ok sayida molekiiller arasindaki elektron

transferinin arttirilmasi) ve katalitik 6zellikler (Ahmad ve ark., 2015).

39



ool ozellikler (Opy:
4\9\‘5‘3 p"ke//

Sekil

> Metal
.ﬁ Nanopartikiiller
>d

SwazieN

Boyut
i, &
al szefjiikler (K&

Sekil 2.12. Metal nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin sematik gosterimi ve

algilama alanlarindaki uygulamalari.

2.7.1. Altin Nanopartikiiller

Altin nanopartikiiller (AuNPs) bir¢ok ylizey fonksiyonelligi ve 6zelliklerinden dolay:
genellikle nanobiyoteknolojide kullanilmaktadir. Cesitli nano yapilar arasinda AuNP'ler
onemli oOzellikleri nedeniyle, g¢esitli bilim alanlarinda biiytik ilgi gormiistiir:
fizikokimyasal kontrolii, sentetik manipiilasyon kolayligi, yiiksek X-i1sin1 emme
katsayisi, tiyollere, aminlere ve disiilfitlere gii¢lii baglanma afinitesi, benzersiz kontrol
edilebilir optik ve farkli elektronik o6zellikleri gibi. AuNP’lerin spesifik fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri ilag salinimi, terapdtikler, biyo-etiketleme, kimyasal ve biyolojik
algilama, tayin ve teshis, lineer olmayan optik, goriintiileme, kataliz ve alanlarda onlar1
cesitli uygulamalar i¢in olaganiistii araglar yapar. AuNP’lerin biiyiik ylizey/hacim orani,
sekle bagli optoelektronik 6zellikleri, diisiik toksisite ve mitkemmel biyouyumluluk gibi
bu etkili 6zellikleri onlar1 biyoteknolojide segkin malzemeler yapmaktadir (Yin, Li, Ma,
& Liu, 2017; Elahi, Kamali, & Baghersad, 2018). AuNP’lerin SPR bantlari onlarin
fizyolojik ve morfolojik (sekil, yiizey, ¢oziicli, ligand, ¢ekirdek yiikii, sicaklik) 6nemli

fiziksel 6zelliklerine baglhdir.
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2.7.2. Altin Nanopartikiil Temelli Optik Sensorler

Metalik nanopartikiillerin (6zellikle altin, glimiis, bakir) optik O6zellikleri, partikiil
yiizeyinde lokal yiizey plazmonu (LSP) modlarinin uyarilmasindan kaynaklanmaktadir.
Genel olarak UV'den infrared spektral alana kadar degisen elektromanyetik dalgalar
tarafindan uyarilan LSP modlari, partikiil yiizeyinde iletken bant elektronlarinin kolektif
salimimlarinin  sonucudur. LSP'lerin uyarilmasi, Sekil 2.13(b)'de gosterildigi gibi
gorilinlir ve yakin kizilotesi aralikta gelismis sonme (emme ve sagilma) bantlarinin
ortaya ¢ikmasina neden olur. LSP modlari, nanapartikiilin boyut ve sekline, metalin
kimyasal dogasina ve yerel ¢evre ortamina giiglii bir sekilde baglhdir. LSPR'nin bu
cevresel bagimlhiligi, taninma olaymin frekansinda tespit edilebilir bir degisiklikle
sonuglanabilecegi i¢in analiz i¢in biiyiik bir avantaj sunar (Guo, 2012; Ahmad ve ark.,
2015).
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Sekil 2.13. (a) Kiiresel bir nanopartikiil lizerinde ylizey plazmon rezonans uyarimi; (b)

Farkli sekil ve boyutlarda AuNP'lerin UV-vis-NIR spektrumlar1 (Qiu ve Wei, 2014).

Bu olagantistii optik 6zellikler, AuNP'lerin (biyo)algilama, ikinci harmonik iiretim veya
yiizeyi zenginlestirilmis spektroskopiler (SERS, yiizey zenginlestirilmis floresans) igin
kullanimuyla ilgili bir¢ok arastirmaya tesvik etmistir. Altin nanopartikiiller, iyi bilinen

yiizey plazmon rezonans (SPR) transdiiksiyonunu kullanarak (bio)analizde avantajlarini

41



da gostermistir. SPR yontemi genellikle, ylizey plazmonlariin ortamimin dielektrik
sabitinin, altin film/dielektrik ara yiiziinde dielektrik sabitinin degisimini temel alir;
buradaki analit tespiti, yansiyan 1s1k ag¢isinin, yogunlugunun veya fazin degismesi gibi
farkli sekillerde kaydedilebilir. Altin film yerine saf altin nanopartikiil temelli bir SPR
transdiiksiyonunun (dontstiici) kullanilmasimin yani sira, altin filmler ve altin
nanopartikiiller sandvig¢ bir konfigiirasyonda kullanildiginda, SPR sinyalinde énemli bir
artis elde edilebilir. Aslinda, LSP modunun altin nanopartikiiller iizerine uyarilmasi,
altin film/dielektrik ara yiiziinde evansans alaninin bozulmasma neden olur ve
immobilize (biyo)reseptor iinitesi ile taninan analit arasindaki etkilesimin tayin
edilmesini gelistirir (Guo, 2012; Ahmad ve ark., 2015).

Altin nanopartikiiller (AuNP'ler), biyoloji, kataliz, elektronik ve plazmonik gibi bir¢ok
alanda olaganiistii Ozellikleri ve potansiyel uygulamalari nedeniyle son on yilda
kapsamli arastirmalara konu olmustur. 1-100 nm ¢apindaki AuNP'ler, reaktivitelerini
koruyarak (biyo)molekiiller i¢in kararli bir immobilizasyon platformu saglayan yiiksek
ylizey-hacim oranina ve yiiksek yiizey enerjisine sahiptir (Li, Schluesener, & Xu, 2010;
Holzinger, Goff, & Cosnier, 2014;).

Cizelge 2.9. Altin nanopartikiil temelli sensorler.

AuNP’ler tarafindan

Sensor ozellikleri Kkazamlan szellikler Kaynak
optik 6zelliklerde yapilan kirilma indisi
degisikliklere dayanan optik degisikliklerinin (Guo, 2012)
sensorler amplifikasyonu

elektriksel 6zelliklerdeki
degisikliklere dayanan
elektrokimyasal sensorler

elektron transferinde artis;

gelismis ylizey alani; kataliz (Daniel & Astruc, 2004)

kiitle degisikliklerinin
arttirilmasi; iyilestirilmis (Zhou, O’Shea, & Li, 2000)
yiizey alani

kiitle degisimlerine dayanan
gravimetrik sensorler

Literatiirde (biyo)sensorlerdeki uygulama i¢in kullanilan tanima sistemleri arasinda,
molekiiler baskilanmis polimerler, son yillarda ilgi ¢ceken hedef molekiilleri segici
olarak taniyabilen ve baglayabilen sentetik analite 6zel reseptorler olduklari igin, bu ilgi
alanlarina genis bir ilgi alam1 uyandirmistir. Diger tanima sistemleri ile
karsilagtirildiginda, molekiiler baskilanmis polimerler diisiik maliyetli ve kolay
sentezlenmesi, zor kimyasal ve fiziksel kosullara kars1 yliksek kararlilik ve miikemmel

tekrar kullanilabilirlik gibi birgok degerli figiire sahiptir. Molekiiler baskilama
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tekniklerinde, fonksiyonel monomerler ilk once ¢ok degerlikli bir analitin ¢evresinde
onceden diizenlenir, c¢apraz bagli monomerlerle kopolimerize edilir ve analitin
uzaklastirilmasindan sonra polimer, analitin yiiksek 6zgiilliikle yeniden baglanmasi igin
tamamlayic1 baglanma yerleri icermektedir. MIP temelli sensorlerin gelistirilmesi i¢in
onemli bir engel, tanima olayin1 analitik bir sinyale doniistiirmede basarilt olmaktir. Bu,
yeni elektronik veya optik doniistiirticii formlari saglamak icin MIP'leri NP'lerle
birlestiren hibrit sistemlerin detaylandirilmasiyla gerceklestirilebilir. Sonugta elde
edilen nanokompozitler, yiiksek spesifik alan, iistiin mekanik 06zellikler, elektrik
iletkenligi veya optik Ozellikler gibi gelismis kimyasal ve fiziksel 6zellikler sunarak
hassasiyetlerini ve 6zgiilliiklerini gelistirir.

MIP diisiik tayin limitleri avantaj saglar, ancak kalip molekiil sizintisi, diisiik baglama
kapasitesi ve ¢Ozeltide zayif algilama MIP'in olas1 sinirlamalaridir (Malekzad ve ark.,
2018). Hassas ve spesifik sensorlerin gelistirilmesi i¢in altin nanopartikiillerin ve
MIP'lerin kombinasyonuna odaklanan son g¢alismalar olduk¢a ilgi ¢ekmektedir. Bu,
AuNP'lerin MIP'lerle nanokompozitlerini (i) ince kompozit filmler veya (ii) koloidal
kompozit pargaciklar seklinde tasarlanarak yeni sensor sistemlerin gelistirmesine olanak

saglamaktadir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Aflastandard, Aflatoksin B1 (AFB1), Aflatoksin M1 (AFM1), Okratoksin A (OTA) ve
Sitrinin (CIT) R-Biopharm Rhone (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir.
Tri-sodyum sitrat dihidrat, altin(III) kloriir trihidrat, tween 20, etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) and 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,), disodyum hidrojen
fosfat (Na;HPO,), etanol, hidrojen peroksit, azobisizobutironitril (AIBN) Merck A.G.
(Germany) firmasindan temin edilmistir ve potasyum kloriir (KCI), sodyum kloriir
(NaCl), siilfiirik asit, asetik asit Fluka A.G. (Buchs, Switzerland) firmasindan alinmistr.
SPR sensor sistemi i¢in denge tamponu fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) pH 7.4
kullanilmistir, PBS tamponu 0.01 M Na,HPO,, 0.0027 M KCI, 0.002 M KH,PO, ve
0.137 M NaCl igermektedir. Deneylerde kullanilacak cam malzemeler bir gece boyunca
4 M nitrik asitte bekletilmistir. Deneylerde kullanilan su, yiiksek akish seliiloz asetat
membran (Barnstead D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP®
birimi ve ardindan Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklagtirma birimi
ve iyon degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf

suyun (deiyonize su) direnci 18 MQ/cm’dir.

3.2. Optik Sistem

Optik temelli yiizey plazmon rezonans (SPR) sensor sistemi i¢in SPR imager Il (GWC
Technologies, W1, USA) cihazi kullanilmistir (Sekil 3.1.(a)). SPRchipTM altin sensor
¢ip SPRimager®II GWC Technologies firmasindan temin edilmistir ve altin ¢ip 1 mm x
18 mm x 18 mm boyutlarinda, altin yiizey kalinligi ~50 nm’dir (Sekil 3.1.(b)). Sistemin
lazer 151k kaynagi Quartz Halogen Lamps (6 volts 10 watt 2000 H), (4mm base)
(Katalog No. L6402, International Light Technologies, Peabody, MA, USA)
kullanilmaktadir. SF10 equilateral prizma (GWC Technologies WI, USA)
kullanilmistir. Prizma fisherbrand lens kagidi 4 x 6 (Katalog No: 11-996, Fisher

Scientific, USA) kullanilarak temizlenmistir.
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Sekil 3.1. (a) Yiizey plazmon rezonans (SPR) sensor sistemi; ve (b) SPR ¢ip.

3.3. Altin Nanopartikiillerin Sentezi

Altin nanopartikiillerin (AuNPs) sentezi su sekildedir; oncelikle 5 mL saf suda 8.5 mg
altm(Ill)klortir trihidrat “HAuCI;x3H,0” ¢ozliinmiistir. Daha sonra manyetik
karistiricili 1sitict sisteminde 95 mL kaynayan saf suya bu ¢ozelti eklenmistir. 12 mL
%1 (v/v) sodyum sitrat (NazCe¢HsO;) c¢ozeltisi kaynatildiktan sonra bu karisima
eklenmistir. Karigtirma islemi devam ederken renk degisimi koyu kirmizi olarak
gozlenmistir. Karigimin son hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir (Sener, Uzun, & Denizli,
2014).

3.3.1. Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen altin nanopartikiillerin boyutu ve morfolojisi zeta-sizer ve gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) ile karakterize edilmistir.

3.3.1.1. Boyut Analizi

Sentezlenen altin nanopartikiilin boyut analizi, Nano Zeta-sizer (NanoS, Malvern
Instruments, Londra, Ingiltere) cihazi ile belirlenmistir. Zeta boyut analizi, 151k
sacilmasi teknigi ile Ol¢iim yapan partikiillerin hidrodinamik boyutu (0.6 nm-6.0 pm
araliginda), zeta potansiyeli (maksimum iletkenlik 200 mS) ve molekiil agirliginin
(1x103-2x107 araliginda) tayinine olanak saglayan bir sistemdir. Zeta boyut analizi i¢in
izlenen deneysel yontem su sekildedir; partikiil ¢ozeltisi (0.5 mL) boyut analizériiniin

ornek yuvasina yerlestirilmistir. Isik sagilmast 90°’lik gelis agisinda 25°C’de tayin
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edilmistir. Veri analizi i¢in, deiyonize suyun yogunlugu (0.88 mPa.s) ve kirilma indeksi
(1.33) kullanilmistir. Isik sagilma sinyali partikiil sayist (partikiil sayisi/s) olarak
hesaplanmistir. Ornekteki nanopartikiil yogunlugu yeterli yogunluktadir. Olgiimler 3
kere tekrarlanmis ve sonuglar zeta boyut analizériinlin yazilimi ile incelenmis ve

standart sapma degerleri ile birlikte rapor edilmistir.

3.3.1.2. Ge¢irimli Elektron Mikroskobu

Sentezlenen altin nanopartikiillerin yiizey morfolojisi transmisyon (geg¢irimli) elektron
mikroskobu (TEM) (Zeiss Evo 40) ile incelenmistir. Elektron kaynagi tungsten filament
gerilimi 500V-30kV ve dedektorleri SE, BSE, EDX, VPSE’dir. Caplar1 9-15 mm
arasinda kalinliklar1 0,1-30 mm arasinda olan iletken kati veya toz numuneler

incelenebilir.

3.4. N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) Monomerinin Sentezi

Aflatoksin ile ikincil etkilesimleri saglamak i¢in N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA)
fonksiyonel monomeri kullanilmistir. Monomerin sentezlenmesinde izlenilen yol su
sekildedir; 30 mL potasyum karbonat ¢ozeltisi (% 5) hazirlanmigtir ve bu ¢ozeltiye L-
fenilalanin metil ester ve sodyum nitrit eklenmistir daha sonra karisim 0°C'ye
sogutulmustur. Azot atmosferinde, metakriloil Kloriir bu ¢o6zeltiye eklenmistir ve
karisim manyetik karistiricida 2 saat karigtirllmistir. Son olarak karisim pH, 7.0°ye
ayarlandiktan sonra doner bir buharlastirici sistemde sulu faz buharlastirilmistir.

Sentezlenen MAPA'nin kimyasal yapist NMR analizi ile belirlenmistir.

3.5. Aflatoksin Baskilanmis Ciplerin Hazirlanmasi
3.5.1. SPR Cip Yiizeyinin Modifikasyonu

Aflatoksin baskilanmis polimer film SPR ¢ip yiizeyine kaplanmadan dnce SPR ¢ip altin
yiizeyi sicak asidik pirana ¢ozetisi (3:1 H2SO4:H,0,, V/IV) ile temizlenmistir. Asidik
pirana ¢ozeltisi altin yiizeyde 20 saniye bekletilmistir. Sensor ¢ipler, deiyonize su ve saf
etil alkol ile yikanmis ve etiivde (40°C) 3 saat kurutulmustur. Allil merkaptan

(CH,=CHCH,SH) ¢ozeltisi allil grubu modifikasyonu i¢in tercih edilmistir. Temizlenen
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altin ¢ip ylizeyine 10 pL damlatilmistir ve bir gece boyu yiizeyde allil gruplarin

203

baglanmasi i¢in bekletilmistir (Sekil 3.2).

AN

Altm ylizey Allil merkaptan S| S|
cozeltisi
L HS- ™~ Al
SPE.cip modifikasyonu

Sekil 3.2. SPR ¢ip yiizeyinin allil merkaptan ¢ozeltisi ile allil modifikasyonunun

sematik gdsterimi.

3.5.2. AFB1 Baskilanmis SPR Cipin Hazirlanmasi

AFB1 baskilanmig SPR sensor g¢iplerin tasarlanmasi igin asagidaki yol izlenmistir;
AFB1, N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) monomeri ile koordine edilerek ABF1-
MAPA 6n kompleksi olusturulmustur; (ii) 6n-kompleks karisimma EGDMA monomeri
ve AuNP’ler ilave edilmistir; (ii1)) monomer karisimina polimer baslaticisi AIBN
eklenmistir; (iv) son karigim allil gruplar1 modifiye edilmis ¢ip yiizeyine damlatilmistir;
(v) ¢ip yiizeyinde polimer film olugmasi i¢in UV lamba altinda polimerizasyon islemi
gergeklestirilmistir; (vi) hedef molekiill AFBI polimer filmden desorpsiyon ajani

kullanilarak uzaklastirilmstir.

2:1 umoL oraninda AFB1:MAPA fonksiyonel monomer 6n-kompleksi hazirlanmistir.
AFB1 ile ikincil etkilesimler i¢in fonksiyonel monomer olarak MAPA monomeri
kullanilmistir. On kompleks daha sonra 2 pmoL g¢apraz baglayict (EGDMA), 1 pmoL
monomer (HEMA) ve 2 pmoL AuNP ile 2 saat karistirilmistir. Daha sonra baglatici
(AIBN) monomer karisimina ilave edilmistir. Allil merkaptan ile modifiye edilen SPR
¢ip altin yiizeyine polimer ¢ozeltisi damlatilmistir (10 pL). Tozsuz ortamda UV lamba
(UVP, Cambridge, UK) altinda (365 nm, 100 W) 37°C’de 30 dakika boyunca
polimerizasyon islemi ger¢eklesmistir (Black-Ray B-100AP High Intensity UV Lamb).
Polimer kaplanmis SPR ¢ip yiizeyi deiyonize su ve saf etil alkol ile yikanmig ve etiivde

(40°C) kurutulmustur.
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Sekil 3.3. Aflatoksin B1 baskilanmis ¢iplerin tasariminin sematik diyagrami.

3.5.3. AFM1 Baskilanmis SPR Cipin Hazirlanmasi

AFM1 baskilanmis SPR sensor ¢iplerin tasarlanmasi i¢in asagidaki yol izlenmistir;
AFML1, N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) monomeri ile koordine edilerek AFM1-
MAPA 6n kompleksi olusturulmustur; (ii) 6n-kompleks karisimimma EGDMA monomeri
ve AuNP’ler ilave edilmistir; (iii) monomer karisimina polimer baslaticist AIBN
eklenmistir; (iv) son karigim allil gruplari modifiye edilmis ¢ip ylizeyine damlatilmistir;
(v) ¢ip ylizeyinde polimer film olusmasi i¢in UV lamba altinda polimerizasyon islemi
gerceklestirimistir; (vi) hedef molekiil AFM1 polimer filmden desorpsiyon ajani

kullanilarak uzaklastirilmistir.

ZEY
Altin Yiizey % ? ? &
allil merkaptan | 5 | uv
Cam — | —_—
. AFMI/MAPA
SPR ¢ip Alll modifikasyonu EGDMA/AUNPs  AFMI baskilanmis

polimer film kaph SPR cip

Sekil 3.4. Aflatoksin M1 baskilanmis ¢iplerin tasariminin sematik diyagramau.

2:1 pmoL oraninda AFM1:MAPA fonksiyonel monomer 6n-kompleksi hazirlanmistir.
AFML ile ikincil etkilesimler i¢in fonksiyonel monomer olarak MAPA monomeri
kullanilmistir. On kompleks daha sonra 2 pmoL ¢apraz baglayict (EGDMA), 1 pmoL
monomer (HEMA) ve 2 pmoL AuNP ile 2 saat karigtirllmistir. Daha sonra baglatici
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(AIBN) monomer karigimina ilave edilmistir. Allil merkaptan ile modifiye edilmis SPR
¢ip altin yiizeyine polimer ¢ozeltisi damlatilmistir (10 pL). Tozsuz ortamda UV lamba
(UVP, Cambridge, UK) altinda (365 nm, 100 W) 37°C’de 30 dakika polimerizasyon
islemi gergeklesmistir (Black-Ray B-100AP High Intensity UV Lamb). Polimer
kaplanmis SPR ¢ip yiizeyi deiyonize su ve saf etil alkol ile yikanmis ve etiivde (40°C)

kurutulmustur.

3.5.4. Kalip Molekiillerin Desorpsiyonu

Kalip molekiilleri AFM1 ve AFBI1’in polimerik yapidan sokiilebilmesi igin ikincil
etkilesimleri kirabilecek bir desorpsiyon ajaninin kullanilmasi gerekmektedir. Bu
amagla desorpsiyon ajani olarak 8:1:1 hacim oraninda PBS/Metanol/HAC ¢ozeltisi
kullanilmistir. AFM1 ve AFB1 baskilanmis polimer film kapli ¢ipler desorpsiyon
cozeltisi (20 mL) icerisinde ¢alkalamali inkiibatérde oda sicaklifinda 2 saat boyunca
calkalanmistir (100 rpm). Desorbe edilen sensor ¢ipler, deiyonize su ile yikanmis ve

etlivde (25°C) kurutulmustur.

3.5.5. Baskilanmamis Ciplerin Hazirlanmasi

Aflatoksin baskilanmamis (NIP) sensér ¢ip kalip molekiil olmadan hazirlanmistir.
HEMA ve MAPA monomeri varliginda polimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Polimer
¢ozeltisine 2 mg AIBN baslatict eklenmistir. Allil merkaptan ile modifiye edilen SPR
¢ip altin ylizeyine polimer ¢ozeltisi damlatilmistir (10 pL). Tozsuz ortamda UV lamba
(UVP, Cambridge, UK) altinda (365 nm, 100 W) 37°C’de 30 dakika polimerizasyon
islemi gergeklesmistir (Black-Ray B-100AP High Intensity UV Lamb). Polimer
kaplanmis SPR ¢ip yiizeyi deiyonize su ve saf etil alkol ile yikanmis ve etiivde (40°C)

kurutulmustur.

3.6. SPR Nanosensor Ciplerinin Karakterizasyonu

Modifiye edilmemis ¢ip, allil merkaptan ile modifiye edilmis ¢ip, AFM1 baskilanmis
(AFM1-MIP), AFB1 baskilanmis (AFB1-MIP) ve baskilanmamis (NIP) SPR ¢iplerin
karakterizasyon ¢alismalar1 FTIR-ATR, atomik kuvvet mikroskobu (AFM), temas agis1
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(CA) taramali elektron mikroskopu (SEM) ve elipsometre cihazi kullanilarak
yapilmustir.

3.6.1. FTIR-ATR

AFB1 ve AFMI1 baskilanmis ¢ip yiizeylerinin Karakterizasyonu i¢in FTIR-ATR
spektrofotometresi (ThermoFisherScientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmustir. Cipler cihazin 6rnek yuvasina yerlestirilmis 400-4000 cm™ dalga sayist
araliginda ylizeyde gerceklesen toplam yansima miktari dl¢lilmiistiir. AFB1 ve AFMI1
baskilanmis ¢iplerin FTIR-ATR spektrumlar1 kaydedilmistir.

3.6.2. Temas Acisi

Tasarlanan ¢ip ylizey hidrofilisitesi temas agis1 ile analiz edilmistir. Temas agis1
dlciimleri icin KRUSS DSA100 (Hamburg, Almanya) cihazi kullamlmstir. Cihaz
konfigiirasyonu sunlar1 igerir: mikroskop optigi, yliksek ¢oziiniirliikli yiiksek hizli
kamera, lens, siringalar, kapali mahfazadaki odaklama ve kontrol elemanlar1 (Sekil 3.5
(@)). PP luer-lock konektorlii paslanmaz ¢elik igne (@, 0,5 mm) tek kullanimlik bir
siringa (hacim, 1 mL) ile kullanilmistir (Sekil 3.5 (b)). Yiizey gerilimi ve sivi-sivi
araylizey gerilimi Sessile Drop yontemi kullanilarak Ol¢iilmiistiir ve SPR g¢iplerin

ortalama temas acis1 degerleri hesaplanmistir.

Sekil 3.5. () Temas ag1s1 dl¢iimleri igin kullanilan KRUSS DSA100 cihazi; (b) igne.
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Modifiye edilmis SPR ¢ip ylizeyinin yiizey hidrofilikligi icin temas agisi analizi
yapilmustir. Bir sivi ile kat1 bir ylizey (6rnegin, ¢ip yiizeyi) arasindaki temas agisi, bir
temas agis1 cihazi ile analiz edilmistir. Kat1 yiizey ile sivi arasinda bir teget (0, ag1)
olusmaktadir. Temas temelli kat1 yiizey gerilimlerini belirleme olasiligi, 1805'te Young
tarafindan tanimlanmigtir. Kat1 bir ylizey tlizerindeki bir sivi damlasinin temas agisi, {i¢
arayiizey geriliminin etkisi altinda, damlanin mekanik dengesi ile tanimlanmistir (Sekil
3.6). Bu ara yiizey gerilimleri kati-sivi vy, kati-buhar vys, ve sivi-buhar vy,'dir. Bu

mekanik denge bagintis1 Young esitligidir:

YwC€0SO = Y5, — V1 (3-1-)

By, Young temas agisidir (Kwok & Neumann, 1999). 90°'nin altindaki bir temas agisi,
kat1 ylizeyin 1slanmasinin uygun oldugunu ve kati yiizey iizerinde genis bir alana
yayilan bir sivinin oldugunu gosterir. 90°'den biiyiikk bir temas acis1 genellikle kati
yiizeyin 1slanmasinin elverissiz oldugunu ve bir sivinin yiizey ile temasini azaltip

kompakt bir s1vi damlasi olusturdugunu gosterir (Yuan & Lee, 2013).
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Sekil 3.6. Diizgiin homojen kat1 bir yilizeye sessile drop sivi ile olusan temas agilarinin

sematik gosterimi.

SPR ¢iplerin polimer kapli altin yiizeyine bir damla su damlatilarak yapisik damla
(Sessile Drop) yontemiyle temas acist belirlenmistir. Cip altin yiizeyinin farklh
bolgelerine su damlatilarak ii¢ farkli fotograf cekilmis ve her biri igin ayr1 temas agisi
belirlenmistir. Belirlenen temas agis1 degerleri damlacigin kati ile sol temas noktasindan
alinan soldan temas acisi; sag temas noktasindan alinan sagdan temas agis1 olarak

belirlenmistir. Ayrica her iki noktanin ortalamasi olan ortalama temas agist degerleri
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elde edilmistir. Modifiye edilmemis ve polimer film kapli SPR ¢ip yiizeyleri igin temas

acis1 degerleri alinan ii¢ 6lglimiin ortalama degerleri ile hesaplanmustir.

3.6.3. Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) yiizeyin yiiksek ¢oziiniirliikte taranmasini
saglamaktadir. AFM, kat1 ylizeylerin topografisini yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiillemek
icin  kullanmilir. Aym1 zamanda kuvvet-mesafe egrilerini Olgmek i¢cin de
kullanilabilmektedir (Butt, Cappella, & Kappl, 2005). Hazirlanan SPR ¢iplerin yiizey
topografisi karakterizasyonlar1 i¢in atomik kuvvet mikroskobu (AFM, Park System,
XE-100E, Korea) kullanilmigtir. Bu amagla polimer film kapli SPR ¢iplerin ve modifiye
edilmemis SPR ¢iplerin yiizey analizleri non-contact modda yapilmistir. Farkli

Olceklerde yiizey goriintiisii ve 3D goriintiileri alinmistir.

3.6.4. Taramal Elektron Mikroskopu (SEM)

Hazirlanan AFB1 ve AFM1 baskilanmis ve baskilanmamis polimer film ¢ip yiizey
morfolojisi taramali elektron mikroskopu QUANTA 400F Field Emission cihaziyla
incelenmistir. Ornegin analize hazirlanmasi: Oncelikle stub iizerine ¢ift tarafli karbon
bant yapistirilarak morfolojisi incelenecek numunenin uygun tarafi bu bant ile stub
lizerine sabitlenmistir. Uzerinde numune bulunan stublar numune tutucuya vidalanarak
tutturuldu. Sonrasinda numunenin SEM incelemesini yapabilmesi i¢in yeterli iletkenlige
sahip olmasi amaciyla altin kaplama yapilmustir (Quorum, QI50R, Ingiltere).
Orneklerin SEM gériintiilerinin alinmasi: Cihaza yerlestirilen numune tutucu iizerindeki
numunelerin gorilintlileri uygun biiylitme ve voltaj altinda alinmistir. SPR ¢iplerin
polimer kapli ylizey gorintiileri ve enine kesit goriintiileri alinarak ¢ip ylizey

modifikasyonunun basarili bir sekilde tasarlandig1 goriilmiistiir.

3.6.5. Elipsometre

Hazirlanan baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢iplerin ortalama yilizey kalinlik
Olcimleri Nanofilm-EP3Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihaz1 ile
karakterize edilmistir. Lazer 1s1mm1 dogrusal bir polarizérden (P) ve c¢eyrek dalga

plakasindan gectikten sonra eliptik olarak polarize edilir. Eliptik olarak polarize edilmis
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151k daha sonra numuneden bir analizére yansitilir ve uzun bir ¢alisma mesafesi

objektifinden bir CCD kamera iizerinde goriintiilenir (Sekil 3.7.).

gl CD(Tstektor)

Sekil 3.7. Elipsometre cihazi.

Isik kaynagi 532 nm dalga boyu ve 62°'lik bir insidans agisi ile en yiiksek goriintii
kalitesi i¢in genis bantli bir lazerdir. Kalinlik 6l¢timleri 532 nm dalga boyunda 62°’lik
gelis agisinda gerceklestirilmistir. Cip yiizey kalinlik analizinde, yaklagik 50 um>50 pm
ornek alanii entegre eden dort bolgeli bir otomatik sifirlama yontemi algoritmasi ile
izlenmistir. SPR ¢ip lazer 151k kaynagi altina yerlestirilmis ve yiizey kalinligi hesaplama
programi i¢in SF10 prizma +50 nm altin +50 nm polimer katmani veri olarak
ongoriilerek sensér yiizeyinde 6 farkli noktada 6lgiim yapilmustir. Olgiimler 3 kez

tekrarlanmis ve sonuglar bu degerlerin ortalamasi alinarak rapor edilmistir.

3.7. AFM1 ve AFB1 Tayini

Aflatoksin baskilanmig SPR ¢iplerin (AFB1-MIP ve AFM1-MIP) hazirlanmasindan
sonra AFM1 ve AFBI tayini i¢in kinetik caligsmalara gecilmistir. SPR imager II sensor
sistemi kinetik ¢alismalarda kullanilmistir. Kinetik ¢alismalar, genis derisim araliginda
AFM1 ve AFB1 ¢ozeltileri ile gerceklestirilmistir. AFB1 ¢ozeltileri pH 7.4 PBS
tamponuyla 10.0-0.0001 ng.mL* arasinda hazirlanarak SPR sensor sistemine
verilmistir. AFM1 ¢ozeltileri pH 7.4 PBS-Tween20 (%0.05) tamponuyla 10.0-0.0001

ng.mL'l arasinda hazirlanarak SPR sensor sistemine verilmistir. Aflatoksin baskilanmis
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ve baskilanmamis polimer film kapli SPR c¢ipler, kinetik analiz caligmalarinda
kullanilmistir. Bu baslik altinda uygulanan deneysel islem su sekildedir: SPR ¢ip yiizeyi
deiyonize su (30 mL) ile yikanmistir. Daha sonra AFMI1-baskilanmis ve AFBI-
baskilanmis ¢ip, PBS tamponuyla (pH 7.4) oda sicakliginda dengelenmis ve plazmon
rezonans agis1 belirlenmistir. Sabit bir rezonans agi, SPR-dip kisminin sol a¢1 kanadinda
manuel olarak ayarlanmaktadir. Daha sonra SPR sisteminden ii¢ dakika siireyle PBS
tamponu (pH: 7.4) gecirilmistir. Bu dengeleme basamagmin ardindan farkl
derisimlerdeki aflatoksin ¢ozeltileri teker teker (3.0 mL, 0.5 mL/dak akis hizi) sisteme
verilmigtir. Kirilma indisindeki kayma degerleri anlik olarak gozlenmis ve denge
durumuna geldiginde (yaklasik 5 dak) sisteme 8:1:1 PBS/Metanol/HAc ¢ozeltisi (10
mL, 0.5 mL/dak akis hizi) verilerek desorpsiyon gergeklestirilmistir. Desorpsiyon
isleminden sonra, SPR sensor sistemi su ve PBS tamponu ile tekrar yikanarak
dengelenmistir. Farkli derisimlerdeki aflatoksin ¢ozeltileri sisteme verilmeden Once
adsorpsiyon-desorpsiyon-temizleme asamalar1 tekrarlanmistir. Bu SPR  sensor
sisteminde, birincil SPR yanit1 PIU'dur (Piksel Yogunluk Birimi; Pixel Intensity Unit).
PIU'da elde edilen SPR sinyal degisimi yansitmadaki gercek degisime, AR%
donistiirilmiistiir. SPR sensor sinyal yaniti, saglanan yiizey kapsaminin A%R<10%

dogrusal bir fonksiyonudur.

3.8. Gida Orneklerinde Aflatoksin M1 Tayini

AFM1’in siit Orneklerinde tayini uygulanmasi i¢in islenmemis siit kaynagi
kullanilmistir. Cig siit Orneklerine eklenen farkli AFM1 derisimleri SPR sensor
sistemine verilmistir ve AFM1 tayini gergeklestirilmistir. Genis derisim araliginda tayin
edilen AFM1 sinyal degerleri karsilastirilarak tasarlanan AFM1 baskilanmis ¢ipin

kararlilig1 degerlendirilmistir.

3.8.1. Siit Orneklerinin Hazirlanmasi

Islem gdérmemis ¢ig siit numunesinden 5 mL alinip bir behere aktarilmistir.
Buzdolabinda +4°C’de bekletilmistir; inkiibasyon siiresi 30 dakikadir. Daha sonra siit
Ornegi santrifiij tiipiine aktarilmistir ve 3500 rpm 10 dak santriifiij edilmistir.
Siipernatant kismi toplanmis ve metanol ile seyreltilmistir (Zheng ve ark., 2013).
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Sekil 3.8. Siit 6rnegi goriintiisii.

3.9. Gida Orneklerinde AFB1 Tayini

AFB1’in tayini kuru gida orneklerinde (fistik, misir) uygulanmigtir. Bu Orneklere
eklenen farkli AFB1 derisimleri SPR sensor sistemine verilmistir ve AFB1 tayini
gerceklestirilmistir. Genis derisim araliginda tayin edilen AFBI sinyal degerleri
karsilastirilarak ~ tasarlanan ~ AFBI1 baskilanmig  nanosensoriin  kararliligi

degerlendirilmistir.

3.9.1. Fistik Orneklerinin Hazirlanmasi

Rastgele bir pazardan satin alinan taze fistik Ornekleri havanda ogitilmiistiir. Bir
santrifiij tiiptine 15 mL metanol-su (80:20 v/v) ve 5 g fistik 6rnegi ilave edilmistir.
Omneklerin ekstraksiyonu igin 100 dak boyunca calkalanmistir, ardindan oda
sicakliginda 3500 rpm'de 10 dak santrifiij islemi gergeklestirilmistir (Sabet ve ark.,
2017). 1.0 mL siipernatant bir tiipe aktarildi ve PBS tamponu ile seyreltildi ve farkli
derigimlerde AFB1 ile Kirletilmis numuneler AFB1-MIP nanosensorii ile analiz

edilmistir.

55



Sekil 3.9. Taze fistik 6rneklerinin goriintiileri; (a) taze fistik; (b) fistik 6rnekleri; (c)

ogitiilmiis fistik; (d) santrifiij edilen fistik 6rnekleri.

3.9.2. Musir Orneklerinin Hazirlanmasi

Rastgele bir marketten alinan misir Ornekleri Ogiitilmesi i¢in homojenizasyon
yapilmistir. 5.0 gram 6giitiilmiis misir numunesine 10 ng.mL™ AFB1 eklenmistir. Daha
sonra bu karisima 10 mL %80 Metanol:H,O ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika boyunca
calkalanmistir. Son olarak 6000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. AFB1
tayini igin toplanan siipernatant kism1 PBS tamponu ile % 20 (v/v) metanol olacak

sekilde seyreltilmistir (Shim ve ark, 2014).
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(a) (b)

Sekil 3.10. Misir 6rneklerinin goriintiileri; (a) 6giitiilmiis misir; (b) santrifiij edilen misir

Ornegi.

3.10. Secicilik Calismalar:

Secici tanima kapasitesi algilama analizleri i¢in 6nemlidir (Gu ve ark., 2019).
Molekiiler baskilanmis polimerler miikemmel 6zellik gosterirler ve spesifik hedeflere
baglanirlar. Aflatoksin baskilanmis nanosensorlerin segiciliklerinin belirlenmesi i¢in

diger mikotoksinler okratoksin A (OTA) ve sitrinin (CIT) kullanilmistir.

Diger mikotoksinler i¢gin AFB1 ve AFMI1’e gore dagilma ve secicilik katsayilari

asagidaki esitlige gore hesaplanmistir:

_ ¢ v
Kd = —Cf X m ( 32)

Esitlikte Kg, dagilma katsayisim (mL.g™); C; ve Cy, mikotoksinlerin baslangi¢ ve final
derisimleri (ng.mL™); V, aflatoksin ¢dzelti hacmi (mL) ve m, polimerin agirhg: (g) ile
ifade edilmistir. SPR nanosensorii uygulamalari, derisim ve kiitle parametreleri
degistirilir, ¢linkii aflatoksin ¢6zeltilerinin baslangig¢ ve final derisimleri arasinda 6nemli
bir fark yoktur. Polimer filmin kiitlesi, bu sensor sisteminde tam olarak tespit edilemez
(Yilmaz ve ark., 2017). Bu nedenle, segicilik katsayisi k, asagidaki denklem ile

aciklanmaktadir. Son durumda segcicilik kat sayisi;
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o = kol _ (3.3)

ARyarismact

Bagil segicilik katsayisi (k') ise asagidaki denklem ile hesaplanmaktadir;

K = Lap (3.4

knip

3.10.1. AFB1 Baskilanmis Nanosensdriin Seciciligi

AFB1 baskilanmig c¢iplerin segiliklerinin belirlenmesi i¢in diger mikotoksinlerle
karsilastirilmistir. Okratoksin A (OTA), sitrinin (CIT) ve AFM1 mikotoksinleri AFB1
baskilanmis nanosensoriin segiciliginin belirlenmesi i¢in secilmistir. 0.1 ng.mL'1
derisimde hazirlanan Ornekler sisteme verilmistir ve sonuglar kaydedilmistir. Ayrica
AFBI1, AFB1, AFGI1, AFG2 ve AFM1 tekli, ikili ve dortlii karisimlar: sisteme verilerek
AFBI segiciligi tartisilmistir.

3.10.2. AFM1 Baskilanmis Nanosensoriin Seciciligi

AFMI1 baskilanmis ¢iplerin seciliklerinin belirlenmesi i¢in diger mikotoksinlerle
karsilastirilmistir. Okratoksin A (OTA), sitrinin (CIT) ve AFB1 mikotoksinleri AFM1
baskilanmis nanosensoriin seciciliginin belirlenmesi i¢in seg¢ilmistir. 0.1 ng.mL'1
derisimde hazirlanan 6rnekler sisteme verilmistir ve sonuclar kaydedilmistir. Ayrica
AFB1, AFBI1, AFGI1, AFG2 ve AFM1 tekli, ikili ve dortlii karisimlar: sisteme verilerek
AFBI segiciligi tartisilmigtir.

3.11. Tekrar Kullanilabilirlik ve Raf Omrii

MIP temelli SPR sensorlerin sagladigi en O6nemli avantajlarindan biri tekrar tekrar
kullaniminin saglanmasidir (Esentiirk ve ark., 2019). AFM1 ve AFB1 baskilanmig SPR
sensoriin tekrar kullamlabilirligini incelemek amaciyla sirastyla 0.0025 ng.mL™ ve 0.5
ng.mL™? derisimde ¢ozeltiler SPR sistemine tekrarli (5 kez) bir sekilde verilmis ve

sonuglar incelenmistir.

58



Bir diger onemli parametre hazirlanan SPR ¢iplerinin raf omriiniin belirlenmesidir.
Farkli zamanlarda aflatoksin tayini gergeklestirilerek SPR ¢iplerin verdigi sinyal
yanitlar karsilastirilmistir. 1-18 ay araliginda {i¢ aylik periyotlar takip edilerek raf 6mrii

sonuclar1 belirtilmistir.

3.12. Kinetik Modeli

Aflatoksin baskilanmis SPR nanosensdrlerinin kinetik ve izoterm analizi, hedef-polimer
film etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilmistir. Toplam baglayic taraf miktar1 [BS],,
SPR ¢ip ylizeyinin toplam aflatoksin miktar1 gibi maksimum analit baglama kapasitesi
olarak belirtilirse, tim derisim terimleri bir SPR tepki sinyali olarak ifade edilebilir.
Boylece tepki sinyali AR, kiitleden molar derisime dontistiirme ihtiyacini ortadan
kaldirmaktadir. Serbest analit derismi akis hiicresinde sabit tutuldugu sozde birinci

dereceden kosullar altinda baglanma asagidaki denklemle agiklanabilir;

28 = kaC(ARpax — AR) — kAR (3.5)

burada dAR/dt, SPR yanit sinyalinin degisim hizidir; AR ve ARmax, analit baglandiktan
sonra Olciilen ve maksimum tepki sinyalini ifade etmektedir; C, hedef analit derigimi
(ng.mL™), ka ve kq degerleri sirasiyla baglanma hiz sabiti (ng.mL™)™ - s™) ve ayrilma
hiz1 (s_l) sabitlerini temsil etmektedir. Baglanma sabiti Ka, hiz sabitleri k; ve kg
kullanilarak Ka=ka/kg (ng.mL™) esitliginden hesaplanabilir. Dengede, dAR/dt = 0 olur

ve denklem su sekilde yeniden yazilabilir:

AReq

C == KA ARmax - KA - AReq (36)

Bu nedenle, ARey/C'ye karst AReq ¢izimi, baglanma sabiti Ka'yr ve ayrilma sabiti
Kp'nin 1/Ka'ya karsilik gelir ve hesaplanmasini saglar. Esitlik (3.6), asagidaki sekilde

yeniden diizenlenebilir:
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S8 = kaCARpax — (ko€ + k) AR (3.7.

Bu nedenle, dR/dt'nin R'ye karsi ¢izilmesi, etkilesim kontrolli kinetikler i¢in egimli diiz
bir ¢izgi olacaktir —(K,C + Kg). Derisim sinyalleri, analit derisimi ile dogru orantil1 olan
ilk baglanma orani1 (AR = 0'da) arasindaki iliski kullanilarak elde edilebilir. Yiizeyi
tamamen doyurmak icin yiiksek bir analit derisimi gerektiginden ARmax degerini
deneysel olarak belirlemek zor olsa da, ARmax biliniyorsa, hem k, hem de kq tek bir
birlesim sensorgramindan hesaplanabilir. Baglanma sensorgraminin birkag farkli analit
derisiminde diigiintilmesi tercih edilen bir yaklagimdir. S degeri ile ilgili ileri ve geri
oranlari, toplam dedektor yanitindaki (dAR/dt) ve AR'ye gore degisiklik asagidaki gibi

cizilerek egim olarak hesaplanabilir:

S =kyC +ky (3.8.)

C'ye karst S'min bir grafigi, egimi k, olan diiz bir ¢izgi olacaktir ve koordinattaki
kesisme (C=0) kq'ye karsilik gelmektedir: ancak pratikte bu, k,C>ky ise ayrilma hizi
sabitinin glivenilir bir Olgiisii olarak kullanilamaz. Bu deger, doymus baglanma
bolgelerinden ayrismanin, analit igermeyen bir tampon ¢ozelti akisinin dogrudan

Olciilmesiyle daha dogru bir sekilde elde edilebilir. Ayrisma su sekilde dl¢iiliir:

In(4Ry/AR,) = ky(t — to) (3.9)

burada ARy, to'daki baslangi¢ yanit seviyesidir ve t zamanlarda AR, ayrilma egrisi

boyunca elde edilen degerleri temsil etmektedir (Yilmaz ve ark., 2017).

Baglanma kinetigi analizi, yalanci-birinci dereceden adsorpsiyon kinetigine dayanan bir

yaklagimdir (Krishnamoorthy ve ark., 2010);

ARey

= KoARpax — K4ARoq (3.10.)
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Baglanma bolgelerinin sayisinin hesaplanmasi ve serbest geri baglanmali hedef/polimer
yiizey baglanma etkilesimleri icin verilerin analizi genellikle Scatchard tarafindan
hesaplanmaktadir. Kinetik hiz sabitlerinin baglanma kinetik analizi yaklasimi ve denge

analizi yaklasimi (Scatchard) ile hesaplanmustir.

3.13. Adsorpsiyon Modeli

Coziinen maddenin ¢ozeltiden bir adsorban iizerine dinamik adsorptif ayrilmasinin
basarili bir sekilde temsil edilmesi, iki faz arasindaki denge ayrimmin uygun bir
aciklamasina baglidir. Adsorpsiyon dengesi, adsorban tizerine adsorbe edilen ¢oziinen
madde miktari, desorbe edilen miktara esit oldugunda ve denge cozeltisi derisimi bu
noktada sabit kaldiginda olusturulur. Sivi faz derisimine kars1 kat1 faz derisimi ¢izilerek

denge adsorpsiyon izotermini tanimlamak miimkiindiir.

Adsorpsiyonun denge Ozelliklerini tanimlamak icin g¢esitli izoterm denklemleri
kullanilmaktadir. Hem adsorpsiyon mekanizmasi hem de adsorbentin yiizey 6zellikleri
ve afinitesi, denklem parametrelerinden ve bu izoterm modellerinin temelinde yatan

termodinamik varsayimlardan anlasilabilir (Kundu ve Gupta, 2006).

Adsorpsiyon modelleri, molekiiler baskilama temelli nanosensorlerin tanima
kabiliyetini, etkilesim se¢iciligini ve ylizey homojenligini tanimlamak icin de
kullanilmaktadir. Langmuir, Freundlich, ve Langmuir—Freundlich izoterm modelleri
deneysel verileri agiklamak i¢in hesaplanmistir. Homojen bir baglanma bolge modeli
olan Langmuir izoterm modeli, MIP temelli etkilesim modeline uydugu i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, ¢alismalar giderek artan bir sekilde MIP'lerin
heterojen baglanma bolgelerine sahip oldugunu da gostermektedir. Freundlich modeli
heterojen bir modeldir. Diisiik konsantrasyon bolgesindeki MIP adsorpsiyon izoterm
verilerine miikkemmel uyum goéstermektedir (p g.mL’l-ng.mL'l) ancak doyma davranigina
uygun model degildir ve yiiksek derisimli bolgelerde deneysel izotermlerden
sapmaktadir. Freundlich modeli, analit molekiillerinin ¢ok katmanli baglanmasini
gostermek i¢in kullanilmaktadir. Langmuir-Freundlich, genis derisim bdlgelerinde
adsorpsiyon davranisi hakkinda heterojenlik bilgisi saglayan bir sisteme uygulanabilir.

Uygulanan modeller arasinda yliksek regresyon (baglanim) katsayisina sahip ve
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deneysel verilerle uyumlu olan sonuglara sahip izoterm modeli belirlenmektedir
(Yilmaz ve ark., 2017).

3.13.1. Langmuir izoterm Modeli

Langmuir izotermi, adsorpsiyon ve desorpsiyon (dinamik denge) oranlarini
dengeleyerek ylizey icerigini aciklar. Adsorpsiyon, adsorban ylizeyinin agik olan
fraksiyonu ile orantiliyken, desorpsiyon, kaplanan adsorban yiizeyinin fraksiyonu ile
orantilidir (Ayawei, Ebelegi, & Wankasi, 2017). Langmuir izoterm teorisi,
adsorpsiyonun adsorban ic¢indeki belirli homojen bdlgelerde gerceklestigini varsayar,
yani bir sorbat molekiilii bir bolgeyi isgal ettiginde, o bodlgede baska adsorpsiyon
gerceklesemez (Kundu ve Gupta, 2006):

Langmuir denklemi asagidaki dogrusal formda yazilabilir:

Qo = bQoCe (3.11)

€ " 1+bC,

Burada C. denge analit (adsorbat) derisimini ifade etmektedir (mg.L™); qe analitin
miktart mg.g™; Qo teorik tek tabakal kapasite mg.g™; b adsorpsiyon enerjisi ile ilgili

adsorpsiyon denge sabitidir.

3.13.2. Freundlich izoterm Modeli

Freundlich izoterm adsorpsiyon denklemini tanimlayan bilinen en eski baglantidir.
Freundlich izotermi heterojen yiizeylerde meydana gelen adsorpsiyon slireglerine
uygulanabilir. Bu izoterm, aktif alanlarin ve enerjilerinin ylizey heterojenligini ve iistel
dagilimmi tanimlayan bir ifade verir. Cozeltideki analit derigsmi arttikca adsorban
yiizeyindeki analit derisiminin de arttigini ve bu nedenle istel bir ifadeye sahip

oldugunu varsayar:

qo = KzC,Y/™ (3.12)

62



bu denklemde Kg ve n sirasiyla adsorpsiyon kapasitesini ve adsorpsiyon yogunlugunu

ifade eden Freundlich sabitleridir.

Adsorpsiyon islemlerinden elde edilen dogruluk seviyesi biiyiik 6l¢iide adsorpsiyon
izotermlerinin bagarili modellenmesine ve yorumlanmasina baglidir. Bu nedenle, ¢esitli
adsorpsiyon sistemlerinde farkli modellerin belirlenmesi ve agikliga kavusturulmasi

gerekmektedir.

3.14. Gida Orneklerinde Aflatoksin Tayininin HPLC ile Karsilastirilmasi

Aflatoksinlerin secici ve hassas tayini i¢in tasarlanan cipler ile genis bir derisim
araliginda algilama ve diisiik tayin sinirlar1 elde edilmistir. AFB1 ve AFML1 ile
kirletilmis gida 6rnekleri ayn1 zamanda geleneksel bir tayin yontemi olan Ultimate 3000
HPLC (Thermo Scientific) sistemi ile lciilmiistir. 1.0 ng.mL™, 5.0 ng.mL™ ve 10
ng.mL'l arasinda degisen Ornekler hazirlanmistir. Sonuglar SPR sensor sistemi ile

karsilastirilmis ve % geri kazanim hesaplamalari yapilmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢aligmasi alt1 ana baglikta 6zetlenmistir; 1) altin nanopartikiillerin sentezi ve
karakterizasyonu; ii) SPR sensor ¢iplerin allil modifikasyonu ve karakterizasyonu; iii)
biyomimetik sensor ¢ip yiizeylerinin tasarimina yonelik baskilanmis polimerik filmlerin
hazirlanmasi; iv) AFM1 ve AFB1l baskilanmis polimer film temelli ¢iplerin
hazirlanmasi1 ve Karakterizasyonu; v) ikincil metabolitler AFM1 ve AFB1 tayininde
optik temelli SPR sensér sisteminin kullaniminin incelenmesi; Vi) gida 6rneklerinde
aflatoksin belirlenmesi; ve vii) MIP temelli ¢iplerin tekrar kullanilabilirlik ve raf omrii

performansina ait sonuglar incelenmistir.

4.1. Sentezlenen Altin Nanopartikiillerin Karakterizasyon Verileri
4.1.1. Altin Nanopartikiillerin Zeta-Boyut Analizi

Turkhevic metodu ile sentezlenen altin naopartikiillerin (AUNPS) boyut analizi Zeta-
sizer cihazi ile yapilmistir. AuNP'lerin pargacik boyutu, zeta boyut analizi sonucu 13.58
+ 1.7 nm olarak ol¢iilmiistiir. Sekil 4.1’de zeta boyut analizi sonuglart ve AuNP’lerin

Pdl degerleri verilmektedir.

Size (d.nm}): % Number: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 44.82 Peak 1: 13.58 100.0 4706
Pdl: 0.600 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.853 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Number

Mumber (Percent)

100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 1: NPs1 1]

Sekil 4.1. AuNP’lerin zeta boyut analizi sonuglari.
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4.1.2. Altin Nanopartikiillerin TEM Analizi

AuNP'lerin ylizey morfolojisi gegirimli elektron mikroskobu (TEM) (Zeiss Evo 40,
Almanya) ile incelenmistir. TEM goriintiileri sonuglarina gore AuNP’ler tek tek ve
kiimelesen gruplar halinde goriilmektedir. Ayrica boyutlar1 ve morfolojileri homojen
oldugu soylenebilir. AuNP’lerin ortalama boyutlart 12.5 nm ve 16.66 nm olarak
hesaplanmistir. Sonuglar zeta boyut analizi ile karsilastirildiginda nanopartikiillerin
basarili bir sekilde sentezlendigi gosterilmistir. Sekil 4.2°de AuNP’lerin TEM

goriintlileri verilmektedir.

50 nm

Sekil 4.2. AuNP’lerin TEM karakterizasyon goriintiileri.

65



4.2. N-metakriloil-L-fenilalanin (MAPA) Monomerinin Karakterizasyonu

1H NMR spektrumu, CDCI; igerisinde 400 MHz Bruker FT-NMR kullanilarak
kaydedilmistir. Bu karakteristik pikler asagidaki gibidir; 1H NMR (400 MHz, CDCls) &
7.10-7.29 (m, 5H + CHCls), 6.26 (s, 1H), 5.67 (s, 1H), 5.35 (s, 1H), , 3.75 (d, 1H), 3.18
(d, 1H), 1.93 (s, 1H).

—8.58
7.29
7.26
7.10
6.26
5.67

~-5.35
4.92

—4.20
3.75
3.18

—1.93
1.26

.

Residual
cyclohexane

chel,

i, g K, |

............................................

Sekil 4.3. MAPA monomerinin 1H NMR spektrumu.

4.3. Aflatoksin Baskilanmis SPR Sensor Ciplerin Karakterizasyon Sonuclar:
4.3.1. FTIR-ATR Analizi

AFB1 ve AFMI1 baskilanmis ¢iplerin  FTIR-ATR sonuglar1  Sekil 4.4°de
gosterilmektedir. HEMA monomerinin yapisinda bulunan; -OH ve —C=0 gruplarinin
gerilme bantlar1 sirastyla 3440 cm™ ve 1722 cm™ civarlarinda gorilmektedir. MAPA
monomerinin yapisinda bulunan aromatik halkadan kaynakli 1454 cm™ civarindaki
C=C gerilmeleri bandlar1 ve 1148-1176 cm™ civarinda aromatik C-H halka biikiilmesi

piklerini gostermektedir.
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Sekil 4.4. (a) AFBI baskilanmis; (b) AFM1 baskilanmig SPR ¢iplerine ait FTIR-ATR

spektrum sonugclari.

4.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Modifiye edilmemis, allil modifikasyonu, AFB1 baskilanmig, AFM1 baskilanmis ¢ip
yiizeyi ve baskilanmamis ¢ip ylizey morfolojisi non-contact modda atomik kuvvet
mikroskobu ile karakterize edilmistir. Bos SPR ¢ipin yiizey derinligi 0.80 nm olarak
tespit edilmistir. Allil modifikasyonu, AFM1 baskilanmig, AFB1 baskilanmig ve
baskilanmamis ¢iplerin ortalama piirtizliligi 1.87, 8.08, 9.4 ve 4.84 nm olarak tespit
edilmistir. Bu sonugclar aflatoksin baskilanmis ve baskilanmamis nanofilmlerin SPR ¢ip

altin yiizeyine homojen bir sekilde kaplandigini géstermektedir. Sekil 4.5 bos ¢ip; allil
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modifikasyon; NIP; AFM1 baskilanmig; AFB1 baskilanmig SPR ¢iplerin AFM

gOriintlisii verilmistir

20.0 nm

0.0 nm

5 pm

50.0 nm

0.0 nm

4 um

50.0 nm

0.0 nm
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20.0 nm

0.0 nm

10.0 nm

0.0 nm

500 nm

Sekil 4.5. SPR ¢iplerin AFM goriintiisti: (a) bos ¢ip; (b) allil modifikasyonu; (c) NIP;
(d) AFM1 baskilanmis; (e) AFB1 baskilanmis ¢ip.

4.3.3. Temas Acis1 Analizi

Modifiye edilmis SPR sensor ¢iplerin ylizeyine bir damla su damlatilarak Sessile Drop
yontemiyle temas acist belirlenmistir. Cip altin yiizeyinin farkli bélgelerine su
damlatarak ti¢ farkli fotograf g¢ekilmistir ve her biri igin temas agis1 belirlenmistir.
Modifiye edilmemis ve polimer film kapli ¢ip yiizeyleri i¢in temas agis1 degerleri alinan
ti¢ 6l¢timiin ortalama degerleri olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1°de tasarlanan giplerin
temas agist degerleri verilmektedir. Bu sonuglara gore bos altin yiizey, allil
modifikasyonu yapilan ¢ip yiizeyi ile karsilastirildiginda yiizeye hidrofilik gruplarin
baglandigi a¢inin 69.5°’den 58.1°’ye azalmasiyla goriilmektedir. Bos altin yiizey, allil
modifikasyonu, AFB1 baskilanmis, AFMI1 baskilanmig, ve baskilanmamis ¢ip
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yiizeylerin temas acgist Ol¢limleri sirastyla 69.5°, 58.1°, 72.8°, 71,3° ve 74,9° olarak
bulunmusur. Yiizey modifikasyonu sonrasi AFB1 baskilanmis ve AFM1 baskilanmig
ciplerde temas acis1 degerlerinin arttig1 sonucuna varilmistir. Bunun nedeni yilizeyde
polimer filmin sahip oldugu hidrofobik gruplarin bulundugu MAPA fonksiyonel

monomeridir. Sekil 4.6’da temas agis1 alinan ¢iplerin goriintiileri verilmistir.

(@) | (b)
|

Sekil 4.6. SPR nanosensor ¢ip temas agist goriintiileri: (a) modifiye edilmemis; (b) allil
modifikasyonu; (c¢) NIP; (d) AFM1 baskilanmis; (¢) AFB1 baskilanmus.
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Cizelge 4.1. SPR ¢iplerin temas agis1 sonuglart.

Cip ylizeyi Temas Acist, °©
Altin bos yiizey 69.5
Allil modifikasyonu 58.1
AFMI1 baskilanmig 71.3
AFBI1 baskilanmig 72.8
NIP 74.9

4.3.4. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi

Baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip yiizey morfolojileri ve yapisi taramali elektron
mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.7°de tasarlanan ¢ip yiizeylerinin
morfolojisi ve yan-kesit goriintiileri verilmistir. Modifiye edilmemis ¢ip SEM goriintiisii
Sekil 4.7(a)’da verilmistir. SEM analizine gore, altin ylizeyin AFB1 baskilanmis
polimer film kaplanmasi yaklagitk 128 nm kalinliginda oldugu Sekil 4.7(b)’de
goriilmektedir. Sekil 4.7(c), altin yiizeyin iizerinde hareketsiz bulunan polimer film
lstten gorlinligiinii  gostermektedir. SEM analizine gore, altin ylizeyin AFMI
baskilanmis polimer film kaplanmasi yaklasik 108 nm kalinhiginda oldugu Sekil
4.7(d)’de goriilmektedir. Bu sonuglara gore polimer film kalinliginin ~128-108 nm
oldugu ve polimer filmin ¢ip altin yiizeylerine homojen bir sekilde kaplanmasi basariyla

gerceklestirilmistir.

MIP film kaph
polimer tabakast

1 pm VD 4 pm
METU CENTRAL LAB 0 mm METU CENTRAL LAB
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Sekil 4.7. SEM cihaz1 kullanilarak altin yiizey tlizerindeki immobilizasyon igleminin
Karakterizasyonu; (a) modifiye edilmemis c¢ip enine kesit goriintiisii; (b)AFBI
baskilanmis c¢ip enine kesit (c) AFB1 baskilanmis ¢ip ylizeyin goriintiisii; (d) AFMI

baskilanmis enine kesit ve ¢ip yilizeyin goriintiisii.

4.3.5. Elipsometre Analizi

Hazirlanan baskilanmis ve baskilanmamig SPR ¢iplerin ortalama yiizey kalinlik
Olcimleri Nanofilm-EP3Nulling Elipsometre (Gottingen, Almanya) cihaz1 ile
karakterize edilmistir. Modifiye edilmemis ¢ip, allil modifikasyonu, baskilanmamus,
AFM1 baskilanmis ve AFB1 baskilanmis SPR biosensor ¢iplerden alinan elipsometre
goriintiileri Sekil 4.8’de verilmektedir. Bos SPR ¢ipin yilizey kalinligi 50 nm olarak
tespit edilmistir. Bos ¢ipin ylizey kalinligi ¢ikarildiginda allil modifikasyonu, AFM1
baskilanmis, AFB1 baskilanmis ve baskilanmamus ¢iplerin yiizey polimer kalinliklar1 25
nm, 88 nm, 82 nm and 75 nm olarak tespit edilmistir. Bu sonuglarin degisimi aflatoksin
baskilanmis ve baskilanmamis nanofilmlerin SPR ¢ip altin ylizeyine uygun bir sekilde
kaplandigin1 gostermektedir. Yiizey kalinliklar1 optik doniistiiriici prensibi ile calisan

SPR sensor sistemi ile tayin alan1 bolgesiyle uyumlu oldugu varsayilmigtir.
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Sekil 4.8. SPR nanosensor ¢ip elipsometre goriintiileri: (a) modifiye edilmemis ¢ip; (b)
allil modifikasyonu; (c) baskilanmamis; (d) AFM1 baskilanmis; (¢) AFB1 baskilanmig

¢ip.

4.4. Aflatoksin Tayini

Hazirlanan aflatoksin baskilanmig ¢ip SPR sensor cihazi ¢ip hiicresine yerlestirdikten
sonra ¢ip ylizeyinin dengeye gelmesi i¢in adsorpsiyon tamponu sistemden gecirilmistir.
Daha sonra plazmon ayar1 yapildi ve ¢ip ylizeyinden segilen bolgelerle genis derisim
araliginda hazirlanan AFB1 ¢ozeltileri sisteme verilmistir. Sitemden sirasiyla 3 dak
adsorpsiyon tamponu 5 dak Aflatoksin Bl ¢ozeltisi ve 3 dak desorpsiyon ¢ozeltisi
gecirilmigtir. Es zamanli olarak aflatoksin tayini izlenmistir ve sensor yanitlari
kaydedilmistir. AFB1 tayini i¢in genis derisim araliginda es zamanli sensor yanitlari
Sekil 4.9’da goriilmektedir. Artan AFB1 derisimi ile ARpas degerleri artmaktadir.
AFB1 derisimi arttikga aktif segici baglanma bélgelerine baglanan analit derisimi
ARpmaks degerini artirmaktadir. Baglanma bolgeleri doygunluga ulastiginda ise ARmaks
degerinde ¢ok biiyik bir degisiklik meydana gelmemektedir. 0 ng.mL™ ve 0.02 ng.mL™
derisim araliginda sinyal AR degerleri dogru denklemi y=165.58x+0.7004, 0.05-1.0
ng.mL? araliginda dogru denklemi y=2.0825x+4.296 ve 2.0-10.0 ng.mL™ derisim
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araliginda dogru denklemi ise y=0.4836x+6.1993 olarak hesaplanmistir. 0-0.02 ng.mL™
derisim arahiginda %84 dogrulukta, 0.05 ng.mL™*-1.0 ng.mL™ derisim araliginda %95
dogrulukta ve 2.0 ng.mL?-10.0 ng.mL™ derisim aralifinda yaklasik %97 dogrulukta
AFBI tayinini yapilmaktadir. AFBI1 derisimine bagl kalibrasyon grafigi Sekil 4.10°da
gosterilmektedir. Tayin smirmi (LOD) degerleri LOD=3S/b olarak ifade edilebilir,
burada S, yanitin standart sapmasidir (Akgonillii ve ark., 2019). AFB1 baskilanmis

nanosensoriin LOD degeri 1.04 pg.mL'1 olarak hesaplanmustir.

e 10.0 Ng/ML
e 8.0 ng/mL
@ 5.0 ng/mL
10 - 2.0 ng/mL
1.0 ng/mL
0.5 ng/mL
8 - e (0.1 Ng/ML
0.05 ng/mL
e 0,02 NG/ML
e 0,01 Ng/mML
e 0,005 Ng/mML
e (0,004 Ng/mML
e (0.001 ng/mL
e 0.0005 ng/mL
e (0.0002 Ng/mML
0.0001 ng/mL
@ () ng/mL

12 -

% AR
o

1000

Zaman (S)

Sekil 4.9. AFB1 baskilanmis SPR nanosensor ile AFB1 ¢ozeltileri arasindaki
etkilesimlere ait sensorgramlar; 0 ng.mL™-10 ng.mL™ genis derisim aralizinda alman

sinyallerin karsilastiriimasi.

12

10 -

% AR

0 2 4 6 8 10 12
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12 -
10 -
*
8 - y = 0,4836x + 6,1993
@ R2=10,9687
< 6 - ‘
§’ y 2, 0825x + 4,296
=10,9586
y = 165,58x + 0,7094
R2=10,8422
0 4 6 8 10 12
¢, ng/mL

Sekil 4.10. AFB1-baskilanmis SPR nanosensor kinetik parametreleri; AFB1 derisimine
bagli kalibrasyon grafigi.

9 - 10 ng/mL

e 8 NQ/ML

e 5 ng/mL

7 - 3ng/mL

e 2.0 ng/mL

1.0 ng/mL

5 - e (.5 Ng/mML

e 0,025 Ng/ML

e ().1 Ng/mML

0.005 ng/mL

e (0.0025 ng/mL

== ().0005 ng/mL

== (.0003 ng/mL
0 ng/mL

10 200 400 600 800 1000 1200 1400

Zaman (S)

Sekil 4.11. AFM1 baskilanmis SPR nanosensor ile AFMI1 c¢ozeltileri arasindaki
etkilesimlere ait sensorgramlar; O ng.mL'1-10 ng.mL'1 genis derisim araliginda alinan

sinyallerin karsilastirilmasi.

AFM1 tayini i¢in 0.0001 ng.mL’l-lO ng.mL'l derisim araliginda es zamanli sensor
yanitlart izlenmistir. Sekil 4.11’de AFM1 tayini icin kaydedilen sensorgram verileri
goriilmektedir. AFM1 derisimi arttik¢a aktif secici baglanma bolgelerine baglanan anli

derisimi ARmax degerini artirmaktadir. Baglanma bolgeleri doygunluga ulastiginda ise
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ARmaks degerinde ¢ok biiylik bir degisiklik meydana gelmemektedir. 0O ng.mL'l ve
0.0025 ng.mL* derisim arahiginda sinyal AR degerleri dogru denklemi
y=181.96x+0.208, 0.1-1.0 ng.mL'l araliginda dogru denklemi y=1.6573x+1.9285 ve
2.0-10.0 ng.mL'1 derisim araliginda dogru denklemi ise y=0.4597x+02.6255 olarak
hesaplanmistir. 0-0.0025 ng.mL™ derisim araliginda %85 dogrulukta, 0.05 ng.mL™-1.0
ng.mL™ derisim araliginda %81 dogrulukta ve 2.0 ng.mL*-10.0 ng.mL™ derisim
araliginda yaklasik %97 dogrulukta AFM1 tayinini yapilmaktadir. AFM1 derisimine
bagli kalibrasyon grafigi Sekil 4.12°de gosterilmektedir. AFM1 baskilanmis

nanosensdriin LOD degeri 0.4 pg.mL™ olarak hesaplanmustir.

10 -
9 .
8 i L d
7 .
% 6 T .
5 - .
=} 4 o
342
2
1¢
O : T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
¢, ng/mL
9 -
8 .
A
77 y=1,6573x + 1,9285
v 6 R>=0,814 A
<5 y = 0,4597x + 2,6255
S R? =0,9693
3 - /
2 a
y = 181,96x + 0,208
1 t R? = 0,8539
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
c, ng/mL

Sekil 4.12. AFM1-baskilanmig SPR nanosensor kinetik parametreleri; AFM1 derisimine
bagli kalibrasyon grafigi.
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4.5. Gidalarda AFB1 Tayini

AFBI1 baskilanmis SPR nanosensorii ile gida 6rneklerinde AFB1 tayini calismalar
AFBI ile kirletilmis fisttk ve musir 6rneklerine uygulanmustir. 0.0001-10 ng.mL™
arasinda degisen AFB1 derisimleri fistik ve misir gidasi ¢ozeltilerine eklenmistir. AFB1
baskilanmis SPR nanosensor yanit1 degisikliklerinin, ani bir AFB1 derisimindeki artisa
orantili olarak degistigi gozlenmistir. Fistik 6rnegi sensorgram grafigi Sekil 4.13(a)’da

ve musir drnegi sensorgram grafigi Sekil 4.13(b)' de verilmektedir.

=10.0 ng/mL
127 (a) e15.0 ng/mL
10 - 2.0 ng/mL
(.5 ng/mL
8 - 0.2 ng/mL
0.01 ng/mL
6 - 0.02 ng/mL
@
< =0.05 ng/mL
S 4 - ’ \_ —==0.001 ng/mL
== ().0002 ng/mL
2 0.0001 ng/mL
0 0 ng/mL
( 1000
2 -
Zaman (s)
-4
12 - 10 ng/mL
(b) 5 ng/mL
10 - ====1.0 ng/mL
=== 0.05 ng/mL
8 - ===0.01 ng/mL
o =(.005 ng/mL
< 6 - —=0.001 ng/mL
S ——0.0005 ng/mL
4 =(0.0002 ng/mL
=(.0001 ng/mL
2 - =0 ng/mL
0 | = e S
) 200 400 600 800 1000
2 Time (sec)

Sekil 4.13. Gidalarda es zamanlhi ve dogrudan AFBI tayini; (a) Fistik ornekleri; (b)

Misir 6rnekleri.
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4.6. Siitte AFM1 Tayini

AFML1 baskilanmis SPR nanosensorii ile ¢ig siit 6rneklerinde AFM1 tayini ¢aligsmalari
AFMI ile kirletilmis ¢ig siit orneklerine uygulanmistir. 0 ng.mL™-10.0 ng.mL™
arasinda degisen AFM1 derisimleri ¢ig siit ¢ozeltilerine eklenmistir. AFM1 baskilanmig
SPR nanosensor yaniti degisikliklerinin, AFM1 derisimindeki artisa orantili olarak

degistigi gozlenmistir. Cig siit 6rnegi sensorgram grafigi Sekil 4.14°de verilmektedir.

e 10 NG/ML
10 - 8 ng/mL
e 5 NQ/ML
8 -

3 Ng/ML
1.0 ng/mL
0.1 ng/mL
0.025 ng/mL
0.005 ng/mL
== (.0005 ng/mL

/ ‘ 0.0003 ng/mL
R = e 0 ng/mL

) 200 400 600 800 1000 1200 1400

_2 -
-4 -
-6 -
Zaman, s

Sekil 4.14. Cig siitte es zamanli ve dogrudan AFMI1 tayini; 0-10.0 ng.mL'1 derisim

araliginda alinan sinyal yanitlarinin karsilastirilmasz.

4.7. Baskilanmams Nanosensor ile Aflatoksin Tayini

AFB1 ve AFMI baskilanmis nanosensorlerin segiciliginin ve baskilama etkinliginin
belirlenebilmesi i¢in baskilanmamis nanosensér ¢ipi hazirlanmigtir. 1.0 ng.mL'l
derisimde AFB1, AFM1, OTA ve CIT c¢ozeltileri hazirlanmistir ve NIP nanosensor
sisteminden gegirilmistir. AR degerlerinin oldukga diisiik olmasi segici baglanma
bdlgelerininin ¢ip ylizeyinde olmamasindan kaynaklanmaktadir. NIP nanosensorii ile
AFBI i¢in ARmaks degeri 0.8, AFMI icin 0.5, OTA igin 0.99 ve CIT i¢in 1.05 olarak
kaydedilmistir. Aflatoksin baskilanmis nanosensdrlerin seciciliginin belirlenmesi igin

AFB1 ve AFM1 baskilanmis nanosensorler ile baskilanmamis nanosensériin sonuglari
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karsilastirilmistir.  Sekil 4.15°de baskilanmamis nanosensoriin - segicilik  sonuglari

gosterilmektedir.
5 -
4 — AFM1
% 3 - AFB1
S, —CIT
| OTA
1 - i
T / e It i o EEmEa e
0 |tmiiotramn / . " . .
) 200 400 600 800 1000 1200
-1 Zaman, s

Sekil 4.15. Baskilanmamis nanosensoriin segicilik sonuglart; 1.0 ng.mL’l derisime sahip

mikotoksinlerden elde edilen sinyal yanitlarinin karsilastiriimasi.

4.8. Aflatoksin Secicilik Calismalar

AFB1 ve AFMI icin hazirlanan ¢iplerin seciciliklerinin belirlenmesi i¢in ayrica
baskilanmamis NIP ¢ip’de hazirlanmistir. 1.0 ng.mL™ derisiminde mikotoksin
cozeltileri SPR sensor sistemine gonderilmistir. Baskilamis ve baskilanmamis
nanosensorlerden alinan sinyal degerleri AFB1 igin Sekil 4.16°de ve AFM1 igin Sekil
4.17°de karsilastirilmistir. AFB1 baskilanmis nanosensoriin baskilama faktorii 5.91
olarak hesaplanmistir ve diger mikotoksinlere karst bagil secicilik kat sayilarmin 1°den
yiiksek oldugu goriilmiistiir. AFM1 baskilanmis nanosensoriin baskilama faktorii 4.22
olarak hesaplanmistir ve diger mikotoksinlere kars1 bagil secicilik kat sayilarinin 1°den
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gore, secicilik (k) ve bagil secicilik katsayisi
(k") hesaplandiginda sonuglarinin yiiksek ¢ikmasi her bir SPR nanosensoriin hedef

molekiile kars1 daha secici ve hassas oldugu goriilmektedir.

81



%AR

- AFB1
AFM1
—0TA

=

8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 A

% AR

)T —=T) =T}

AFB1-MIP

NIP

0,00

AFB1

AFM1

OTA

CIT

ekil 4.16. AFB1 baskilanmis nanosensoriin secicilik sonuclari; 1.0 n .mL? derisime
§ ¢ ¢ g $

sahip mikotoksinlerden elde edilen sinyal yanitlarinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.2. AFB1 baskilanmis SPR sensoriin secicilik ve bagil secicilik kat sayilari.

MIP NIP
Mikotoksin AR k AR k k'
AFB1 4.73 - 0.8 5.91 -
AFM1 1.02 4.64 0.5 1.60 2.89
OTA 0.46 10.28 0.99 0.81 12.72
CIT 0.41 11.53 1.05 0.76 15.14
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Sekil 4.17. AFM1 baskilanmis nanosensoriin segicilik sonuglart; 1.0 ng.mL'1 derisime

sahip mikotoksinlerden elde edilen sinyal yanitlarinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.3. AFM1 baskilanmig SPR sensoriin segicilik ve bagil secicilik kat sayilart.

MIP NIP
Mikotoksin AR k AR k k'
AFM1 3,38 - 0,8 4.22 -
AFB1 1,80 1,87 0,5 1,6 1,17
OTA 0,98 3,44 0,99 0,80 4,26
CIT 0,77 4,38 1,05 0,76 5,76

Hazirlanan AFB1 ve AFM1 baskilanmis nanosensorlerin seciciliginin belirlenmesi

amaciyla ayrica yarismal adsorpsiyon deneyleri gergeklestirilmistir. 1.0 ng.mL™ fosfat

tamponu (pH: 7.4) igerisinde hazirlanmus 1.0 ng.mL™ derisimindeki toplam aflatoksin,
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tekli, ikili karisim g¢ozeltileri kullanilmigtir. Nanosensorlerin bu aflatoksinlere verdigi
tepki Sekil 4.18’deki sensorgramlarda goriilmektedir.

= AFB1
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1| (b) —— AFM1+AFB1+AFB2+
l AFG1+AFG2

AFM1+AFB1

= AFB1+AFB2+AFG1+
AFG2

= AFB1

%AR

) 200 400 600 800 1000 1200

Zaman, s

Sekil 4.18. (a) AFBI baskilanmis nanosensoriin segicilik sonuglar; 0.1 ng.mL'1
derisime sahip mikotoksinlerden elde edilen sinyal yanitlarinin karsilastirilmasi; (b)
AFMI1 baskilanmis nanosensoriin secicilik sonuglari; 0.1 ng.mL'1 derisime sahip

mikotoksinlerden elde edilen sinyal yanitlarinin karsilagtirilmasi.

Ikili ve tekli karigimlar incelendiginde AFB1’in oldugu karisimlarda tek basina oldugu
duruma gore AR degerinde artis goriilmiistiir. Bu durum, molekiillerin AFBI ile birlikte
oldugu zaman diger aflatoksinlerin yarigmaci ajan olarak davrandigini ve AR degerinde
artmaya sebep oldugunu gostermektedir. Yine aynt durumda AFMI1’in oldugu

karisimlarda yarigmaci ajanlara kars1 AR degerini arttirdigi goriilmektedir.
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4.9. Tekrarlanabilirlik Sonuglari

MIP temelli SPR nanosensdrlerin sagladigi en biiyiik avantajlardan biri tekrarlanabilir
Olmasidir. SPR temmeli sensorler ile analitlerin dogrudan etiketsiz tayinini
tekrarlanabilir olarak gozlemlemek ve sensor yanitinda ¢ok Onemli kapasite
degisimlerinin gozlenmemesi bu avantajin Onemini gostermektedir. Bu amagcla
aflatoksin baskilanmis polimer kapli nanosensorlerin tekrar kullanilabilirligini
incelemek amaciyla 0.5 ng.mL™® AFB1 ve 0.0025 ng.mL™* AFM1 ¢ozeltileri SPR
sistemine tekrarli (5 kez) bir sekilde verilmis ve sonuglar Sekil 4.19°da gosterilmektedir.
Goriildigi gibi hem AFBI1 baskilanmis hem de AFMI1 baskilanmis nanosensorlerde

sinyal yanitinda azalma g6zlenmeden ard arda aflatoksin tayini ger¢eklestirilmistir.

* 1l @

T nr

% AR

0 T T T
1000 2000 3000

Zaman (s)

(b)

A alululale
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% AR

04 -

) 200 400 600 800 1000
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Sekil 4.19. (a) AFBI1 baskilanmis ve (b) AFM1 baskilanmis ¢iplerin tekrarlanabilirlik

sonuglari.
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4.10. Raf Omrii Belirleme Calismalar

Raf Omrii ¢alismalart molekiiler baskilanmis polimerler kapli SPR ¢iplerinin
hazirlanmasindan sonra ilk yapilan aflatoksin tayini sonrast 3, 6, 12 ve 18 ay olarak
planlanmistir. 0.5 ng.mL™* AFB1 ve 3 ng.mL™ AFM1 derisimde her bir aflatoksin i¢in
hazirlanan SPR sensor sistemi yaniti kaydedilmis ve sonuglar karsilastirilmistir. Sekil
4.20’de SPR sensorlerin farkli zamanlarda kullanimlart sonrasinda sinyal degisimlerinin
kararlilig1 goriilmektedir. Buna gére AFB1 ve AFM1 baskilanmis nanosensorlerin raf

omrii kararlilig1 sirastyla ve %88 ve %87.92 dir.

(a)
6 -
5 .
T 4
L 5.
2 .
1 .
0
1 3 6 12 18
Zaman, Ay
6,00 - (b)
5,00 -
x 400 -
<
K 3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 S
1 3 6 12 18
Zaman, Ay

Sekil 4.20. Aflatoksin baskilanmis SPR ¢iplerin raf omrii sonuclari: (a) AFB1
baskilanmis; (b) AFM1 baskilanmais.

Molekiiler baskilanmis polimer temelli SPR nanosensérlerde, polimer filmin saglamligi,

cevresel sartlara karsi kararliligt ve uzun raf omriine sahip olmalari tanima yiizeyi
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olarak biyolojik molekiillerin kullanildig1 sensorlere gore ¢ok daha uzun siire tekrar

kullanilabilme yetenegi gostermektedir.

4.11. Kinetik Modeli

Aflatoksin baskilanmis SPR nanosensorlerin Kinetik analizi, hedef molekiil-polimer film
etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilmistir. Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de denge analizi
ve baglanma kinetik analizi grafikleri verilmistir. Bu dogrulara ait denklemlerden elde

edilen ARpmax, Ka, K4, Ka Ve Kp degerleri Cizelge 3.4 ve Cizelge 4.5°de 6zetlenmistir.

6000 - (a)

5000 -

4000 -

3000 {  y=-1012,7x +3067,8
R2=0,5191
2000 -

1000 - y =-8,7546x + 82,738

R2=0,5349

0 . e—a e < <o
) 2 4 6 8 10 12

-1000 -

()

04 - y =0,0366x + 0,0191
R*=0,8873

0,3 *

0,2

0,1

¢, ng/mL

Sekil 4.21. AFB1 baskilanmis nanosensor kinetik hiz parametrelerinin belirlenmesi i¢in

matematiksel yaklagimlar; (a) Denge kinetik (Scatchard); (b) Baglanma kinetik analizi.
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Cizelge 4.4. AFB1-MIP SPR nanosensoriin kinetik hiz sabitleri verileri.

Baglanma Kinetik analizi Denge analizi (Scathard)

ka (ng.mL%) st 0.036 AR max 9.45
kg, 5™ 0.019 Ka (ng.mLY)? 8.75
Ka (ng.mL™)? 1.89 Ko ng.mL™ 0.11
Ko ng.mL™ 0.52 R? 0.5349
R? 0.8873

1300 | (@)

1100 1 &

900 - y =-266,75x + 742,38
R?=0,6442

700 1 ¢

AR

500 -

y = -0,2468x + 2,4085
R2=0,7354

300 -
100 -

-100

-300

0,035 -

(b)

0,03 -
0,025 -

2 0,02 +

0,015 L 4 y = 0,0028x + 0,0026

R2=10,966
0,01

0,005

¢, ng/mL

Sekil 4.22. AFM1 baskilanmis nanosensor kinetik hiz parametrelerinin belirlenmesi i¢in

matematiksel yaklagimlar; (a) Denge kinetik (Scatchard); (b) Baglanma kinetik analizi.
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Cizelge 4.5. AFM1-MIP SPR nanosensoriin Kinetik hiz sabitleri verileri.

Baglanma Kkinetik analizi Denge analizi (Scathard)

ka (ng.mL?) st 0.0028 AR max 10

kg (s 0.0026 Ka (ng.mL™h)? 0.24
Ka (ng.mL™)? 1.076 Ko ng.mL™ 4.16
Ko ng.mL™ 0.92 R 0.7354
R? 0.966

4.12. Adsorpsiyon izoterm Modeli

Bir adsorpsiyon izotermi, sinirlt ve serbest konuklarin denge derisimleri ile belirli bir
derisim araligir lizerindeki iligskinin bir oOlgiisiidiir (Diltemiz ve Ecevit, 2019). Bu
nedenle, AFM1 ve AFB1 analitleri polimer film kapli SPR ¢ip arasindaki etkilesim
modeli, Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich izoterm modelleri kullanilarak
arastirllmistir.  Uygulanan dogrusal model asagidaki denklemler kullanilarak

belirlenebilmektedir:

Langmuir AR = {AR%"[C] + [C]} 4.3.)
D
Freundlich AR = {ARy41sCY/™} (4.4))
/n
Langmuir-Freundlich AR = {% + [C]l/”} (4.5))
D

Aflatoksin baskilanmis polimer film kapli SPR ¢iplerin homojenligini belirlemek i¢in
adsorpsiyon modelleri adsorpsiyon verilerine uygulanabilir. Langmuir modeli, polimer
filmin, tek bir afinite sabit degeri olan homojen baglanma bdlgelerine sahip oldugunu
varsaymaktadir. Freundlich modeli, polimer filmin heterojen baglanma davranisini
temsil etmektedir. Langmuir-Freundlich modeli, polimer filmin heterojen karakterini
dikkate alir ve yiiksek derisim bolgelerinde adsorpsiyon izotermlerinin doyma
davranigini tarif etmek i¢in uygundur. Langmuir denkleminin dogrusallig1 Freundlich ve
Langmuir-Freundlich denklemlerinden daha iyi sonu¢ verdigi goriilmektedir.
Aflatoksinler ve MIP film kapli SPR ¢ipler arasindaki etkilesimi aciklamak ig¢in

korelasyon katsayis1 ve dogrusallik verilerine gore en uygun model Langmuir izoterm
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modelidir (Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7). Bu sonuglara gore, AFBl ve AFM1 hedef
analitlerin baglandigi MIP film kapli SPR ¢ipler homojen baglama bolgelerine sahiptir.

3 -

(a)

y =0,0002x + 0,4936
2=10,7491

y =0,0477x + 0,0995
0 v R2=0,915

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
1/c

(b) 3

| y=0,2642x + 1,9246
- R2=0,945

INAR

> ©

y =0,2017x - 0,1267
R?=0,9386

1/AR
[ER

1/0(1/n)

Sekil 4.23. AFB1 baskilanmis nanosensor adsorpsiyon izoterm modelleri; (a) Langmuir;

(b) Freundlich; (c) Langmuir-Freundlich.
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Cizelge 4.6. Izoterm parametreleri; AFB1 baskilanmis SPR nanosensor.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

ARpyax 10.01 ARpax 6.82 ARpax 8.33

Kp (ng/mL) 0.40 1/n 0.26 1/n 0.26

Ka (ng/mL)™* 0.04 R? 0.945 Kp (ng/mL) 0.024

R? 0.915 Ka (ng/mL)™ 41.66
R? 0.9386

Cizelge 4.6’ya gore AFBL1 tayininde deneysel olarak elde edilen sonuglar Langmuir
modeli ile en uyumlu oldugu goériilmektedir; AFB1 i¢in R?=0.915 ve K,=10.01. Bu
sonuglar tasarlanan AFB1 baskilanmis nanosensor yiizeyindeki baglanma bolgelerinin
homojen dagilimli, tek tabakali, es enerjili ve minimum yanal etkilesimli oldugunu
gostermektedir. Her ii¢ izoterm modelinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.4°de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Izoterm parametreleri; AFM1 baskilanmis SPR nanosensdr.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich

AR oy 7.69 AR pax 3.42 AR 7.14

Kp (ng.mL™?) 2.30 1/n 0.27 1/n 0.27

Ka(ng.mLh)?* 043 R? 0.9797 Kp (ng.mL™) 2.42

R? 0.9644 Ka (ng.mL™)? 0.41
R? 0.9554

Cizelge 4.5 ve 4.7 birlikte incelendiginde tasarlanan AFM1-baskilanmis nanosensore en
uygun izoterm modelinin Langmuir modeli oldugu gériilmiistiir. Buradan hesaplanan
Rmax degeri deneysel degere (7.47 ng.mL™) oldukga yakindir. Langmuir denkleminden
hesaplanan Ka ve Kp degerleri sirasiyla 0.43 ng.mL™ ve 2.30 ng.mL™ olarak

hesaplanmistir.
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Sekil 4.24. AFMI1 baskilanmis nanosensor adsorpsiyon izoterm modelleri; (a)

Langmuir; (b) Freundlich; (c) Langmuir-Freundlich.
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4.13. Gida Orneklerinde Tayin Edilen Sonuclarin HPLC ile Karsilastirilmasi

Gidalarda AFB1 ve AFMI tayininde aflatoksin baskilanmis nanosensorlerin mevcut
analitik sistemler ile karsilastirildiginda kullanilabilirligi, glivenirliligi ve uyumlu
sonuclarin elde edildigini gostermek icin kirletilen gida 6rnekleri HPLC ile 6l¢iilmiistiir.
Gida orneklerinde aflatoksin varligr olmadig: belirlendikten sonra AFB1 ve AFMI ile
kirletilmistir. Misir, fistik ve siit ekstrakte edilen Ornekler icin aflatoksinlere karsi
spesifik immuno afinite kolonlart (IAK) kullanilmistir. Metot prensip olarak gida
orneklerinin  homojenize edilmesi, uygun bir solvent kullanilarak matriksden
safsizliklarin uzaklastirilmas: ve aflatoksin ekstrakte edilmesiyle cihaza verilmesini
kapsamaktadir. HPLC ile AFB1 ve AFML1 analizi i¢in ACE C18 kolonu kulanilmustir.

AFBI1 baskilanmig nanosensoriin % geri kazanim sonuglar ile fistik ve misirda elde
edilen sonuglar ile karsilastirilmigtir. 0-10 ng.mL'l derisim araliginda kirletilmis gida
orneklerinde aflatoksin geri kazanim sonuglar1 hesaplanmistir. Cizelge 4.8. ve Cizelge

4.9.°da % geri kazanim sonuglar1 verilmektedir.

Cizelge 4.8.’de goriildiigii gibi fistikta AFBI icin % 99.0 ile % 105.34 arasinda degisen
% geri kazanim orant misirda AFB1 % 96.63 ile % 105.94 arasinda degisen % geri
kazanim orani igin ise elde edilmistir. Cizelge 4.9’da goriildiigii gibi siitte AFM1 i¢in %
103.97 ile % 110.05 arasinda degisen % geri kazanim orani i¢in ise elde edilmistir.
Boylece AFB1 ve AFM1 baskilanmis polimer film temelli SPR nanosensér sisteminin
geleneksel analitik yontemlerle kiyaslandiginda uyumlu sonuglar elde edildigi ve hem
AFBI1 hem de AFM1 i¢in diisiik derisimlerde daha hassas sonuglarin elde edilebildigini
gostermistir. Sonuglar gercek numunelerde AFB1 ve AFM1 i¢in Onerilen altin
nanopartikiill gémilii molekiiler baskilanmis polimer film temelli diisiik molekiiler
agirlikli analite duyarli bir SPR nanosensoriiniin  kabul edilebilir dogrulugunu
gostermektedir. Bu analizler, gerg¢ek tarim ve siit iiriinlerinde AFB1 ve AFML1 tayini

icin kurulan biyoalgilama sisteminin uygulanabilecegini gostermistir.
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Cizelge 4.8. Aflatoksin Bl'in belirlenmesi i¢cin SPR ve HPLC yontemleri ile elde edilen

sonuclarin karsilagtirilmasi.

Ornek Eklenen Bulunan SPR Geri kazamim Bulunan HPLC Geri kazamim
rne
(ng.mL™) (ng.mL™) (%) (ng.mL™) (%)
0 n.a. - n.a. )
1.0 0.94 105.34 1.015 101.5
Fistik
50 5.05 99.00 4.325 86.5
10.0 9.96 100.37 9.96 996
0 n.a. - n.a. )
1.0 1,01 98.74 1.02 102
Misir
5.0 4,71 105.94 5.32 106.4
100 10,34 96.63 9.12 91.2

Cizelge 4.9. Aflatoksin M1'in belirlenmesi i¢in SPR ve HPLC yontemleri ile elde edilen

sonugclarin karsilagtirilmasi.

Ornek Eklenen Bulunan SPR Geri kazamim Bulunan HPLC Geri kazamim
rne
(ng.mL™) (ng.mL™) (%0) (ng.mL™) (%0)
0 n.a. - n.a. -

1.0 0.90 110.05 1.015 101.5
Siit

5.0 4.80 103.97 4.84 96.8

10.0 9.25 108.021 10.12 101.2

4.14. Aflatoksin Baskilanms Sensorler

Cizelge 4.10°da farkli sensor tipleri ile gelistirilen tanima yiizeyleri genis derisim
araliginda yapilan aflatoksin tayini ve elde edilen tayin smirlart gosterilmektedir.
Aflatoksin tayini i¢in molekiiler baskilama temelli sensorler ile yapilan ¢aligmalar ile
tez kapsaminda alinan sonuglar1 degerlendirildiginde literatiir ile uyumlu ve hatta daha

diisiik tayin sinirlarinin elde edildigi bir strateji gelistirildigi goriilmektedir.

Wang ve ark., AFB1 tayini i¢in hassas ve segici baskilanmis elektrokimyasal sensor

gelistirmislerdir. Fonksiyonel monomer olarak o-fenilendiamin kullanilmistir. Camsi
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karbon elektrot yiizeyinde fonksiyonel ¢ok duvarli karbonnanotiip ve Au/Pt metal
nanopartikiiller varliginda AFB1 baskilanmis polimer film sentezlenmistir. 1x107% -
1x10° mol.L* derisim aralifinda AFB1 tayini gerceklestirilmis ve tayin sinir1 0.03

nmol.L? olarak bulunmustur.

Guo ve ark., molekiiler baskilama teknigini ile kuantum noktalar1 (QD) teknolojisi ile
birlestirerek AFB1’in hizl1 ve spesifik olarak taninmasi i¢in yeni ve hassas bir floresan
sensor gelistirdiler. MIP film kapli CdTe QD floresan prob ylizey baskilama yontemi ile
sentezlenmistir. 80—-400 ng.g'1 genis derisim aralifinda AFBI tayini gerceklestirilmis ve

tayin simr1 4 ng.g ™ olarak hesaplanmustr.

Sergeyeva ve ark., AFBI tayini igin akilli telefon temelli optik biyomimetik sensor
sistemi gelistirmiglerdir. Tanima elemani olarak molekiiler baskilanmis polimer
membranlar akrilamid (AA), 2-akrilamido-2-metil-1-propansulfonik asit (AMPSA),
allilamin, 2-(dietilamino)etilmetakrilat (DEAEM), N,N’-metilenbisakrilamid (MBAA)
farkli fonksiyonel monomerler kullanilarak 1:2 oraninda hazirlanmistir.  En iyi
sonuglara akrilamid fonksiyonel monomeri ile varilmustir. 20-100 ng.mL™" derisim
araliginda AFB1 tayini gergeklestirilmistir ve tayin smur 15 ng.mL™ olarak

hesaplanmustir.

Bir diger ¢alismada Gutierrez ve ark., kapasitif bir biyosensér kullanarak AFB1'in
saptanmast i¢in bir strateji gelistirdiler. Bu kapsamda AFB1’e kars1 yiiksek secicilige
sahip bolgeleri proteinleri kullanarak biyobaskilama yoluyla tiretmislerdir. Ovalbumin
kullanildig1 zaman 3.2x 10 °-3.2x107° M derisim araliginda AFBI tayini i¢in dogrusal bi
iliski gézlenmistir. Tayin sinir1 6.3x10 **M olarak kaydedilmistir.

Son olarak Jiang ve ark., AFB1 tayini i¢in hassas elektrokimyasal molekiiler
baskilanmig sensor gelistirdiler. AFB1 tanima bolgeleri i¢in p-aminotiyofenol (PATP)-
fonksiyonellestirilmis AuNPs ile metal-organik frameworks (MOFs) sistemi
tasarlanmistir. Bu c¢alismada 3.2 fM-3.2 puM derisim aralifinda AFBI tayini

gerceklestirimistir ve tayin sinir1 1.0 M olarak belirtilmistir.

Bu tez calismasinda AFB1 ve AFMI tayini i¢in altin nanopartikiil gdmiilii molekiiler
baskilanmis nanofilm kapli SPR nanosensérler hazirlanmistir. 0 ng.mL™ ve 10 ng.mL™
derisim araliginda hem sulu ¢ozeltilerde hem de gida orneklerinde aflatoksin tayini
gerceklestirilmistir. Tayin sinir1t AFB1 icin 1.04 pg.mL'1 ve AFMI1 i¢in 0.4 pg.mL'1

olarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 4.10. Molekiiler baskilama temelli aflatoksin sensorler.

Sensor Tipi Tamma yiizeyi Derisim arahgi LOD degeri Ref.
. Karbonnanotiip-Au/Pt
Elektrokimyasal ) 10 - 4 » (Wang ve ark.,
bimetalik nanopartikiil 1x107" = 1x10">mol L 0.03 nmol.L
(AFB1) . 2014)
MIP film
p-aminotiyofenol
Elektrokimyasal (PATP)- 1.0fM (Jiang ve ark.,
3.2fM-32uM N
(AFB1) fonksiyonellestirilmis (0.3 pg.L™) 2015)
AuNPS
. (Gutierrez,
Kapasitif
. ) " " P Hedstrom, &
biyosensor Biyobaskilama 3.2x107°-3.2x10°M 6.3x10 “M .
Mattiasson,
(AFB1)
2016)
. . Akrilamid temelli
Florimetrik 5 4 (Sergeyeva ve
molekiiler baskilanmig 20-100 ng.mL 15 ng.mL
(AFB1) . ark., 2019)
polimer membranler
Molekiiler baskilama
Fluresans polimer kapli CdTe N N (Guo ve ark.,
80-400 ng.g" 4.0 ng.g"
(AFB1) kuantim noktalar 2019)
(MIP@CdTe QDs)
AuNPs gomiilii 1
SPR N 1.04 pg.mL’
molekiiler baskilanmis 0-10 ng.mL" N Bu tez ¢alismasi
(AFB1 ve AFM1) 0.4 pg.mL"

polimer nanofilm
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5. YORUM

Fitopatojenik ve mikotoksijenik mantar kalintilar1 diinyanin her yerinde tarim ve gida
giivenligi icin her zaman en 6nemli kaygilardan biri olmustur. Tez kapsam1 hedeflerinde
belirtildigi gibi halihazirda her gegen giin mevcut aflatoksin kirliligi yasam kalitesini
etkilemektedir. Belirli nem ve sicaklik kosullar1 altinda mahsullerde olusan bu ikincil

metabolitlerin hizli ve giivenilir tayin metodlarinin gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir.

Gliniimiizde molekiiler baskilama teknolojileri yakindan takip edilmis ve bu toksinlere
kars1 hizlt ve etkili tayin yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla kullanilabilecek Onciil
calisma niteliginde MIP temelli SPR nanosensorler hazirlanmis ve bunlarin
kullanilabilirligi gosterilmistir. Diislik molekiil agirlikli analitlerin daha hassas ve secici
tayin edilmeleri i¢in altin nanopartikiil gémiilmiis molekiiler bakilanmis polimer film
kapli duyarliligi artirilmis SPR ¢ipleri dizayn edilmistir. Altin nanopartikiil igeren
nanofilm nedeniyle sensoriin hassasiyeti biiylik Olgiide iyilestirilmistir; Onerilen
sensorler, molekiiler baskilanmis polimer (MIP) film sayesinde AFB1 ve AFM1'e kars1
miikemmel secicilik sergilemistir. Misir ve fistikta AFBI1 ve ¢ig siit iiriinlerinde AFM1

basaril1 bir sekilde tayin edilmistir.

Altin nanopartikiiller Turkhevic yontemi kullanilarak basariyla sentezlenmistir ve Zeta-

boyut ve TEM analizi ile karakterizayon ¢aligmalari yapilmistir.

Zeta-boyut analizi ile altin naopartikiillerin boyut dagilimi 13.58 + 1.7 ve PDI degeri
0.600 bulunmustur.

TEM analizi ile altin nanopartikiillerin yiizey morfolojisi ve boyut dagiliminin homojen
oldugu ve hem tek altin nanopartikiilleri hem de kiigiik kiimelesmeler icerdigi
goriilmiistiir. AuNP’lerin ortalama boyutlar1 12.5 nm ve 16.66 nm olarak
hesaplanmigtir. Sonuglar zeta boyut analizi ile karsilastirildiginda nanopartikiillerin

basaril bir sekilde sentezlendigi gosterilmistir.

SPR ¢ip yiizeyine allil modifikasyonu allil merkaptan ¢o6zeltisi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Pirana c¢ozeltisi ile temizlenen SPR ¢ip altin yilizeyine allil

merkaptan ¢ozeltesi damlatilmis ve bir gece boyunca bekletilmistir.

Allil modifikasyonu yapilan ciplerin yiizeyine AFB1 ve AFM1 baskilanmis polimer
film kaplanarak SPR nanosensoérler hazirlanmigtir ve aflatoksin baskilanmis ¢iplerin

karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Modifiye edilmis ¢iplerin yiizey morfolojileri,
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FTIR-ATR, taramali elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskopu, temas agisi,

ellipsometre cihazlar1 kullanilarak karakterize edilmistir.

AFB1 ve AFMI baskilanmis ¢iplerin FTIR-ATR analizi ile HEMA monomerinin
yapisinda bulunan; —NH ve —C=0 gruplarinin gerilme bantlar1 sirasiyla 3440 cm-1 ve
1722 cm-1 civarlarinda goriilmektedir. MAPA monomerinin yapisinda bulunan
aromatik halkadan kaynakli 1454 cm-1 civarindaki C=C gerilmeleri bandlar1 ve 1148
cm-1 civarinda aromatik C-H halka biikiilmesi piki spektrumlar arasindaki farkli

fonksiyonel gruplar1 gostermektedir.

Aflatoksin baskilanmis altin yiizeylerin morfolojik karakterizasyonu i¢in AFM ile {i¢
boyutlu goriintiileri alinmistir. Bos SPR ¢ipin yiizey derinligi 0.80 nm olarak tespit
edilmistir. Allil modifikasyonu, AFM1 baskilanmis, AFBI1 baskilanmis ve
baskilanmamis ¢iplerin ortalama pirtizliligi 1.87, 8.08, 9.4 ve 4.84 nm olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar aflatoksin baskilanmis ve baskilanmamis nanofilmlerin SPR ¢ip

altin ylizeyine homojen bir sekilde kaplandigini géstermektedir.

Modifiye edilmis SPR c¢iplerin yiizeyine 1 damla su damlatilarak Sessile Drop
yontemiyle temas agisi belirlenmistir. Bos altin yiizey, allil modifikasyonu, AFM1
baskilanmis, AFB1 baskilanmis ve baskilanmamais ¢ip ylizeylerin temas agis1 dlgiimleri
sirastyla 69.5°, 58.1°, 72.8°, 71,3° ve 74,9° olarak bulunmusur. Bu sonuglara gore bos
altin ylizey, allil modifikasyonu yapilan ¢ip ylizeyi ile karsilastirildiginda yiizeye
hidrofilik gruplarin baglandigi agimin azalmasiyla goriilmiistiir. Yiizeyi polimer film

kapli ciplerde temas agis1 arttigi goriilmiistiir.

Baskilanmis ve baskilanmamis SPR ¢ip ylizey morfolojileri ve yapisi taramali elektron
mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Tasarlanan ¢ip yiizeylerinin morfolojisi ve yan-
kesit goriintiileri alinarak ¢ip ylizeyinin polimer film kaplanmasi1 degerlendirilmistir.
SEM analizine gore, altin ylizeyin AFB1 baskilanmis polimer film kaplanmasi yaklagik
128 nm kalinliginda oldugu ve altin yiizeyin lizerinde hareketsiz bulunan polimer film
homojen bir sekilde kaplandigi goriilmiistiir. Ayrica altin ylizeyin AFM1 baskilanmis
polimer film kaplanmasi yaklagtk 108 nm kalinliginda oldugu goriilmektedir. Bu
sonuglara gore polimer film kalinliginin ~128-108 nm oldugu ve polimer filmin ¢ip altin
yiizeylerine homojen bir sekilde kaplanmasinin basarili bir sekilde gerceklestigi

sonucuna varilmistir.
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Hazirlanan baskilanmis ve baskilanmamig SPR ¢iplerin ortalama yiizey kalinlik
Olgtimleri Elipsometre cihazi ile karakterize edilmistir. Allil modifikasyonu, AFM1
baskilanmis, AFB1 baskilanmis ve baskilanmamis ¢iplerin ylizey polimer kalinliklar1 25
nm, 88 nm, 82 nm and 75 nm olarak tespit edilmistir. Bu sonuglarin degisimi aflatoksin
baskilanmig ve baskilanmamis nanofilmlerin SPR ¢ip altin yiizeyine uygun bir sekilde

kaplandigini1 gostermektedir.

Aflatoksin baskilanmig SPR sensor ¢iplerin karakterizasyon calismalar1 sonucunda
nanopolimer film kapl g¢ipler ile sulu g¢ozeltilerde ve gidalarda aflatoksin analizine

gecilmistir.

Sens6r yamit sinyali ile 0.0001 ng.mL™ ila 10.0 ng.mL™ arasinda degisen AFBI

derigsimlerinin logaritmas1 arasinda dogrusal bir iliski kaydedilmistir.

Sens6r yanit sinyali ile 0.0003 ng.mL™ ila 10.0 ng.mL™" arasinda degisen AFM1

derisimlerinin logaritmas1 arasinda dogrusal bir iligki kaydedilmistir.

AFBI1 ve AFMI igin tayin smuri sirasiyla 1.04 pg.mL™? ve 0.4 pg.mL™* olarak
hesaplanmistir.  Aflatoksin  baskilanmis farkli sensOr sitemleri ile sonuglar
karsilastirilmistir. Derigim araligi ve tayin sinirlarinin literatiir ile uyumlu sonuglar

gosterdigi elde edilmistir.

Fisttk ve musir oOrneklerinde AFBL1'i tayin etmek icin Oncelikle gida Ornekleri
hazirlanmis ve AFBI ile kirletilmistir. O ng.mL'l-lo ng.mL'l derigim araliginda AFB1
tayini gerceklestirilmistir.

Cig siitte AFM1 tayini i¢in siit 6rnegi hazirlandiktan sonra AFM1 ile kirletilmistir. 0
ng.mL'l-lo ng.mL'l derigim araliginda AFM1 tayini gerceklestirilmistir.

SPR nanosensérde tarim iriinlerinde AFB1 ve ¢ig siitteki AFM1'in ~8 dakika analiz

stiresiyle ¢cok hassas bir sekilde tayini gerceklestirilmistir.

MIP temelli SPR nanosensorlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla 0.5
ng.mL™ ve 0.0025 ng.mL™ derisimde AFB1 ve AFMI1 ¢ozeltileri SPR sistemine 5 kez

tekrarl1 verilmistir ve sinyal yanitindaki kararlilik gézlenmistir.

Secicilik ve bagil secicilik katsayilari, MIP nanosensoriin NIP nanosensore kiyasla
AFB1’e oldukga segici bir sekilde tayin edebildigini gostermektedir. Baskilama faktorii
5.91 kat olarak hesaplanmistir. Ayrica bagil secicilik (k') katsayisinin 1’in iizerinde

olmasi, aflatoksin baskilama isleminin etkinligini gostermektedir.
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Secicilik ve bagil segicilik katsayilari, MIP nanosensoriin NIP nanosensore kiyasla
AFM1’e oldukga segici bir sekilde tayin edebildigini gostermektedir. Baskilama faktorii
4.22 kat olarak hesaplanmistir. Ayrica bagil segicilik (k') katsayisinin 1’in tizerinde

olmasi, aflatoksin baskilama isleminin etkinligini gostermektedir.

AFB1 ve AFMI1 baskilanmis nanosensorlerin segiciliklikleri ayrica okratoksin A ve
sitrinin mikotoksinlerle karsilastirilmistir. AFB1 baskilanmis nanosensoriin AFM1’e
kars1 2.89, okratoksin A’ya kars1 12.72 ve sitrinine kars1 15.14 kat daha secici oldugu
hesaplanmistir. AFM1 baskilanmis nanosensoriin ise AFB1’¢ kars1t 1.17, okratoksin

A’ya kars1 4.26 ve sitrinine kars1 5.76 kat daha segici oldugu hesaplanmistir.

Raf Omrii c¢alismalari molekiiler baskilanmis polimerler kapli SPR ¢iplerinin
hazirlanmasindan sonra ilk yapilan aflatoksin tayini sonrasi 3, 6, 12 ve 18 ay olarak
planlanmistir. AFB1 ve AFMI1 baskilanmis nanosensorlerin raf omrii kararliligi

sirastyla ve %88 ve %87.92 olarak hesaplanmistir.

Iyi hassasiyet ve tekrarlanabilirlik ile MIP temelli aflatoksin sensorlerinin gida
orneklerinde AFB1 ve AFM1°i segici optik tayini igin etkili bir yontem olma potansiyeli
oldugu gosterilmistir. Molekiiler baskilanmis nanofilm kapli SPR ¢iplerin kolay
tasarlanmas1 ve saglamligi, algilama cihazlarmin gelistirilmesi igin ideal adaylar
olmasini saglamaktadir. Tez kapsaminda degerlendirilen sonuglarin bu ideal yaklasima
uyumlulugu kanitlanmistir. AFB1 ve AFMI baskilanmis polimer film temelli SPR
nanosensOr sisteminin geleneksel analitik yontemlerle kiyaslandiginda uyumlu sonuglar
elde edildigi ve hem AFB1 hem de AFMI i¢in diisiik derisimlerde daha hassas
sonuglarin elde edilebildigi gosterilmistir. Gida numunelerinde AFB1 ve AFML1 tayini
Onerilen altin nanopartikiil gomiilii molekiiler baskilanmis polimer film temelli
duyarliligr artirilmis SPR nanosensdriiniin kabul edilebilir dogrulugunu gostermektedir.
Bu analizler, gergek tarim iirlinlerinde AFB1 ve siit iirlinlerinde AFMI tayini igin

tasarlanan biyoalgilama sisteminin uygulanabilecegini géstermektedir.
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